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Glutathione is a tripeptide consisting of γ-glutamyl-cysteinyl-glycine (GSH) that is 
present in all cell types. GSH has great relevance due to its high concentration from 1-
10 mM, with special relevance in the liver. It is present in the cellular environment, in 
its reduced form and also in its oxidized form (GSSG). The main function of GSH is as 
a detoxifying agent and a nucleophilic tone controller, and regulates the redox state of 
the cell, preferably by reacting with free radicals and electrophiles. The synthesis of 
GSH from its constituent amino acids requires two steps, both ATP-dependent. These 
involve the formation of gamma- glutamylcysteine from glutamate and cysteine and 
GSH by adding glycine to the gamma-glutamylcysteine. The first and limiting 
synthesis is catalysed by gamma-glutamyl cistein- ligase (GCL) and the second step 
mediated by GSH synthetase. γ-Glutamyl-cisteyn ligase is a heterodimeric enzyme 
composed by a heavy subunit, GCLc (73 kDa) with catalytic activity and a smaller one, 
GCLm (33 kDa) that has a regulatory role over the other.  
The regulating of GCL expression occurs both at the transcriptional and post-
transcriptional levels. Mainly, this regulation, on both subunits of the GCL, is 
performed by the Nrf2 transcription factor, which binds to the antioxidant response 
element (ARE) promoter present in the catalytic subunit and in the modifier one. 
MicroRNAs are endogenous single chain small RNAs, about 22-26 nucleotides long. 
They were recently discovered as a novel mechanism of post-transcriptional 
regulation of gene expression. Numerous studies support that microRNAs expression 
changes may lead to development of diseases such as diabetes, cardiovascular 
damage and fibrosis. For GCL regulation mediated by microRNAs, there are very few 
references, which led us to consider this issue in order to identify specific microRNAs 
that regulate the expression of GCL and its importance in redox-state dependent 
pathologies. Objectives	  
1. To	  study	  post-­‐transcriptional	  regulation	  of	  the	  3'-­‐UTRs	  of	  both	  subunits	  of	  GCL	  by	  microRNAs	  and	  validate	  of	  the	  selected	  candidates.	  2. To	  study	   the	  overexpression	  or	   inhibition	  of	   the	  selected	  candidate	  miRNA,	  miR-­‐433	  on	  a	  cellular	  physiology	  level.	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3. To	  analyze	  the	  effects	  on	  the	  expression	  of	  miR-­‐433	  and	  GCL	  under	  pro-­‐oxidants	  treatments,	  such	  as	  hydrogen	  peroxide,	  inhibition	  of	  GSH	  synthesis	  with	  L-­‐BSO	  or	  inhibition	  of	  antioxidant	  response	  using	  a	  siRNA	  against	  Nrf2	  transcription	  factor.	  	  4. Regulation	  of	  miR-­‐433	  and	  GCL	  by	  estrogens	  as	  estradiol	  and	  GSK-­‐4716	  (estrogen	  agonist)	  in	  an	  endothelial	  model.	  5. Characterization	   of	   miR-­‐433	   and	   GCL	   expression	   in	   renal	   and	   hepatic	   fibrosis	  using	  two	  types	  of	  approaches:	  unilateral	  ureteral	  obstruction	  (renal	  fibrosis)	  and	  bile	  duct	  ligation	  (hepatic	  fibrosis).	  6. To	   study	   endogenous	   miR-­‐433	   levels	   in	   a	   mouse	   liver	   cell	   model	   that	  overexpressed	  catalytic	  and	  modifier	  subunits	  of	  GCL.	  	  7. Analysis	  of	  miR-­‐433	  in	  liver	  tissue	  from	  GCLM	  knockout	  mice.	  	  8. Generation	   and	   characterization	   of	   specific	   GCLc	   endothelial	   mouse	  model,	   as	   a	  tool	  for	  studying	  the	  effect	  of	  the	  deletion	  of	  the	  enzyme	  in	  endothelial	  dysfunction	  and	  damage.	  Results	  
The In silico analysis of the 3'-UTR of human genes GCLc and GCLm on different 
databases as targetscan.org or miRwalk.org microRNAs provided us a list of 
microRNA candidates that have complementary binding sites for these sequences. 
Among these candidates we chose miR-433. This microRNA has not been previously 
studied in pathologies associated with oxidative stress, and contains two binding sites 
in each 3'-UTR of each GCL subunit. Thus, our studies focused on the regulation of 
miR-433 over GCL. 
Overexpression of miR-433 was studied in different cell types: human, bovine and 
murine. In all of them a significant decrease in both subunits of GCL was observed, 
suggesting that the mechanism of regulation of miR-433 is conserved among different 
mammalian species. In human umbilical vein endothelial cells model (HUVEC), we also 
observed a decrease in protein levels and mRNA. We observed that this transient 
transfection with miR-433 was able to inhibit GCLm and GCLc increase, in response 
to hydrogen peroxide, without the involvement of the transcription factor Nrf2. In 
addition, miR-433 was able to decrease reduced GSH levels, generating an imbalance 
in the redox ratio 2GSH/GSSG, triggering an increase in protein S-glutathionylation.  
Preliminary studies also indicate that miR-433 could be modulating the redox 
response signaling, modifying Akt, GSK3 and eNOS phosphorylation in response to 
stimuli such as VEGF and H2O2. 
To evaluate the effect on GSH depletion in miR-433 levels we use the GSH synthesis 
inhibitor, L-BSO, which is able to inhibit GCLc function, but it also increase its mRNA 
levels. L-BSO decreased miR-433, which is also observed when cellular stress 
generated by other methods such as hydrogen peroxide or Nrf2 silencing, that 
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generate ROS and reduce GSH. This effect was not only observed in endothelial cells, 
we also observed similar results in hepatic cells where GSH is also highly relevant. A 
similar effect was observed with hydrogen peroxide and lithocholic acid in Huh7 
human hepatoma cells in vitro, where a significant increase in the levels of GCLc and 
GCLm mRNA, was accompanied by a decrease of miR-433. 
We also studied the effect of estradiol and estrogen receptor agonists. It had been 
described that estrogens may regulate miR-433 expression, binding to its promoter. In 
human and bovine endothelial cells GCLc mRNA and protein levels decreased and we 
also observed a decrease in GSH production in a concentracion dependent manner. 
However, the fact that miR-433 was also decreased did not support an active role in 
this same effect.  
In the field of pathological models, we analyzed renal fibrosis and liver fibrosis, since 
these diseases are accompanied by glutathione depletion. We realized that both 
GCLc and GCLm are significantly downregulated in both models, while miR-433 
increases significantly after the damage that triggers the disease. Moreover in in vitro 
experiments in liver cells and kidney cells, TGFβ1 treatment induced a decrease in 
both subunits of the enzyme, which could be reversed using an inhibitor of miR-433. 
The miR-433 inhibition was also able to reverse αSMA increased expression, 
assigning a potential role to this microRNA as a modulator of fibrotic pathology. 
In the murine GCLm deletion model, we measured GCLc, GCLm and miR-433 levels 
in liver samples. GCLM in this model is not present, but GCLc levels are duplicated 
trying to compensate this absence. GSH is virtually nonexistent in the cell. In these 
mice the levels of miR-433 were analyzed and interestingly we also saw a significantly 
changes between control mice group and knockout mice. 
To complete this analysis we generated on in endothelial GCLc haploninsufficience 
mice. Preliminary resultas obtained studies with this mouse model show that GCLc 
haploninsufficience mice displayed a decrease in endothelial-dependent relaxation 
compare to control mice. In this Thesis we show the on going work is directed to 
characterize the phenotype of this mouse, analyze the relevance of GSH in the 












El glutatión es un tripéptido formado por γ-glutamil-cisteinil-glicina (GSH) que se 
encuentra presente en todos los tipos celulares. Tiene una gran relevancia debido a 
su alta concentración celular entre 1-10 mM. Se encuentra presente en el entorno 
celular tanto en su forma reducida como en su forma oxidada (GSSG). Su función 
principal es como agente detoxificante y como regulador del tono nucleofílico, y por 
tanto del estado redox de la célula, reaccionando de modo preferente con 
compuestos electrófilos y radicales libres.  
La síntesis del GSH desde sus aminoácidos constitutivos requiere dos etapas 
dependientes de ATP. La primera etapa, limitante de la síntesis está catalizada por la 
gamma-glutamil-cistein-ligasa (GCL) y el segundo paso mediado por la GSH 
sintetasa. La gamma-glutamil-cistein ligasa es una enzima heterodimérica compuesta 
por una subunidad pesada de 73 kDa, que tiene actividad catalítica y una más 
pequeña de 33 kDa que tiene una acción reguladora sobre la otra. La regulación de la 
expresión de GCL se da tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional. La 
mayor parte de la regulación sobre ambas subunidades de GCL la lleva a cabo el 
factor de transcripción Nrf2, que se une a los elementos de respuesta antioxidante 
(ARE) presentes tanto en el promotor de la subunidad catalítica como el de la 
moduladora. 
Los microRNAs son RNAs pequeños endógenos de cadena sencilla, de unos 22-26 
nucleótidos de largo, y fueron recientemente descubiertos como un novedoso 
mecanismo de regulación post-transcripcional de la expresión génica. En el caso de 
GCL existe muy pocas referencias sobre regulación mediada por microRNAs, lo que 
nos llevó a plantearnos esta cuestión con el fin de identificar microRNAs específicos 
que regularan la expresión de GCL y conocer su importancia en patologías 
dependientes del estado redox. 
 El análisis in silico de los 3’-UTR de los genes humanos de GCLc y GCLm sobre 
distintas bases de datos como targetscan.org o miRwalk.org proporcionó una lista de 
microRNAs candidatos que tienen sitios de unión complementaria a estas secuencias. 
Entre todos estos candidatos se selecciono miR-433.  Este microRNA  no ha sido 
estudiado previamente en patologías relacionadas con estrés oxidativo, y contiene 
dos sitios de unión en cada uno de los 3’- UTR de cada subunidad de GCL. Por ello 
nuestros estudios se enfocaron en la posible regulación de miR-433 sobre GCL. La 
sobreexpresión de miR-433 se estudió en distintos tipos celulares: humano, bovino y 
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murino. En todos ellos se observó una disminución significativa de ambas 
subunidades de GCL, lo que sugiere que el mecanismo de regulación de miR-433 
está conservado entre diferentes especies de mamífero. En el modelo endotelial 
humano de células de la vena de cordón umbilical HUVEC, se observó que la 
transfección transitoria de este microRNA era capaz de inhibir el aumento de GCLc y 
GCLm en respuesta a peróxido de hidrógeno, sin el concurso del factor de 
transcripción Nrf2. Además, miR-433 es capaz de disminuir los niveles de GSH 
reducido y generar un desequilibrio en el ratio redox 2GSH/GSSG favoreciendo el 
aumento en la S-glutationilaciónis de proteínas. Estudios preliminares también indican 
que miR-433 podría estar modulando la respuesta redox a nivel de señalización, 
modificando la fosforilación de enzimas como eNOS y GSK3 en respuesta a estímulos 
como VEGF y H2O2.  
Para evaluar el efecto de la propia depleción de GSH sobre los niveles de miR-433 
utilizamos el inhibidor químico L-BSO, que es capaz de inhibir GCLc, pero sin 
embargo aumenta los niveles de mRNA. El efecto del L-BSO sobre miR-433 fue de 
una disminución significativa, que también se observa cuando generamos estrés 
celular mediante otros métodos. Este efecto no es exclusivo del modelo endotelial 
sino que fue también observado en un modelo hepático donde el GSH tiene también 
gran relevancia. 
También estudiamos el efecto de estradiol y agonistas de receptores de estrógenos, 
ya que había sido descrito que estos podrían regular la expresión de miR-433 a nivel 
de promotor. En células endoteliales humanas y bovinas GCLc disminuyó tanto en 
proteína como en mRNA. Sin embargo, el hecho de que miR-433 también 
disminuyera no apoyaba un papel activo del mismo en este efecto. 
Analizamos un modelo de fibrosis renal y otro hepático, ya que estas patologías 
cursan con depleción de glutatión. Observamos que tanto GCLc y GCLm se ven 
alteradas en ambos modelos, mientras que miR-433 aumenta significativamente tras 
el daño. Además, en experimentos in vitro realizados tanto en células hepáticas como 
renales, el tratamiento con TGFβ1 indujo una disminución de ambas subunidades de 
la enzima, que pudo ser revertida usando un inhibidor del microRNA, asignando un 
papel potencialmente relevante a este microRNA como modulador de la patología 
fibrótica. 
En el modelo murino de deleción de GCLm, se pudieron medir los niveles de GCLc y 
GCLm en muestras hepáticas. En este modelo GCLm no se encuentra presente y el 
glutatión es prácticamente inexistente en la célula. En estos ratones se analizaron los 
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niveles de miR-433 y curiosamente se observó también que existía una diferencia al 
alza entre el grupo de ratones control y el de ratones delecionados. 
Para completar esta serie de resultados se está trabajando en la generación de un 
ratón GCLc delecionado de forma específica en el endotelio. Estudios preliminares 
con este ratón muestran, que los ratones heterocigotos haploinsuficientes para GCLc 
exhiben una relajación dependiente de endotelio alterada respecto a los ratones 
control. Se están realizando experimentos para caracterizar el fenotipo de este ratón, 
y completar el estudio sobre la relevancia de la disminución de GCLc y de glutatión en 








2.1	  Glutatión	   	  
El glutatión es un tri-péptido formado por γ-glutamil-cisteinil-glicina (GSH) que se 
encuentra presente en todos los tipos celulares. Su elevada concentración intracelular 
(1-10 mM), con especial importancia en el hígado, le confiere una gran relevancia 
funcional como antioxidante endógeno. Se encuentra presente tanto en su forma 
reducida como en su forma oxidada (GSSG). El GSH se distribuye en las células 
principalmente en el citoplasma, alrededor de un 10% en la mitocondria y en el 
retículo endoplásmico [1] [2], pero también ha sido reportada su presencia en el 
núcleo [3] y en peroxisomas [4]. Esta distribución intracelular tiene un gran significado 
en su función protectora frente al estrés oxidativo y los radicales libres, ya que estas 
moléculas tienen una corta vida media y ejercen su acción cerca del lugar donde son 
generadas [5]. La función principal del GSH es la de regulador del estado redox de la 
célula ya que actúa como agente detoxificante de compuestos electrófilos y radicales 
libres  y regulador del tono nucleofílico.  
La estructura del GSH es única debido a su enlace peptídico, que une el ácido 
glutámico con la cisteína por el grupo γ-carboxilo, en lugar de por el grupo α-
carboxilo. Este tipo de enlace hace que el GSH sea muy resistente a degradación, 
siendo la γ-glutamiltranspeptidasa (GGT), la única enzima capaz de romperlo [6]. Esta 
enzima sólo se encuentra en la superficie externa de algunos tipos celulares [7]. Ello 
permite que el GSH liberado al espacio extracelular, se descomponga en sus 
aminoácidos y estos se reincorporen a la célula para que el GSH sea sintetizado de 
nuevo [8, 9].  
2.1.1	  Función	  antioxidante	  del	  GSH	  
El desequilibrio que se da entre ROS y la capacidad de la célula para generar una 
respuesta antioxidante efectiva es uno de los componentes del estrés oxidativo y el 
GSH tiene aquí su papel fundamental [10]. La función antioxidante del GSH está 
acoplada a la reacción enzimática de la glutatión peroxidasa (GPx) que reduce 
peróxido de hidrógeno y lípidos peroxidados, mientras que oxida el GSH a glutatión 
oxidado (GSSG). El GSH se recupera mediante la acción de la glutatión reductasa 
(GR) con coste de una molécula de NADPH, cerrando así el ciclo redox [6, 9]. Ello 
dota al GSH de un papel particularmente importante en la mitocondria para reducir el 
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estrés tanto fisiológico como patológico [11, 12]. Otro mecanismo de protección que 
la célula usa para evitar una alteración brusca cuando aumenta el estrés oxidativo, es 
transformar el GSSG reduciéndolo a GSH, pero además puede expulsarlo de forma 
activa o hacerlo reaccionar con grupos sulfhidrilo de proteínas, generando disulfuros 
mixtos (Figura 1). A pesar de estos mecanismos moduladores que promueven el 
mantenimiento del equilibrio en los niveles de GSH, un severo estrés es capaz de 
agotar los niveles intracelulares de GSH [9].  
 
 
Figura 1: Funciones antioxidantes del glutatión. La respiración aeróbica puede producir H2O2, 
metabolizado por la GPx generando GSSG en el citosol o en el peroxisoma por acción de la 
catalasa. El GSSG puede reducirse de nuevo por acción de la GR, formando así un ciclo redox.  
Además el GSH puede capacidad de formar disulfuros mixtos mediante S-glutationilación, 
generándose un mecanismo de protección de resíduos sensibles a la oxidación. Por último para 
prevenir un desbalance en el estado redox, el GSSG puede ser transportado fuera de la célula. 2.1.2	  Síntesis	  del	  GSH	  
La síntesis del GSH desde sus aminoácidos constitutivos requiere dos etapas 
dependientes de ATP. La primera de ellas es la formación de γ-glutamil-cisteína a 
partir de glutamato y cisteína y la segunda la formación de GSH por incorporación de 
glicina a la γ-glutamil cisteína (Figura 2).  
La primera etapa, limitante a su vez de la biosíntesis del glutatión, está catalizada por 
la gamma-glutamil-cistein ligasa (GCL) y el segundo paso mediado por la GSH 
sintetasa (GS). Aunque este paso no es limitante de la síntesis, algunos autores han 





Figura 2: Etapas de la sínstesis del glutatión. La síntesis del GSH ocurre en dos etapas 
dependientes de ATP. La primera etapa y la limitante está catalizada por GCL, compuesta por dos 
subunidades GCLc y GCLm. Este paso conjuga la cisteína con el glutamato mediante un enlace γ-
carboxílico formándose la γ-glutamil-cisteína. El segundo paso lo lleva a cabo la GS encargada de 
añadir la glicina para formar el tripeptido γ-glutamilcisteinilglicina (GSH). 2.2	  γ-­‐Glutamil-­‐cistein	  ligasa	  (GCL)	  
La etapa limitante de la síntesis del GSH es la que lleva a cabo la enzima GCL 
(EC6.3.2.2), más conocida como γ-glutamil-cistein ligasa o γ-glutamil-cistein sintetasa. 
Es una enzima heterodimérica compuesta por una subunidad pesada de 73 kDa 
(GCLc), que tiene actividad catalítica y una más pequeña de 33 kDa (GCLm) que tiene 
una acción reguladora sobre la otra. Estas subunidades están codificadas por genes 
distintos en algunas especies como mosca, roedores y humanos, mientras que en 
levaduras y bacterias se encuentran codificadas por un único gen que genera  un 
único polipéptido [13] [14] [15]. 
La GCLc, en su forma aislada conserva toda la actividad catalítica de la enzima y es 
susceptible de inhibición por GSH. Sin embargo aunque la GCLm carezca de 
actividad tiene un papel fundamental en la regulación de la subunidad catalítica [6, 9, 
16]. Esto ocurre porque GCLm es capaz de reducir la constante de afinidad (Km)  de 
GCLc por el glutamato, mientras que aumenta la constante de inhibición (Ki) del GSH 
por ésta. Esto hace que la holoenzima sea catalíticamente más eficiente y menos 
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sensible a inhibición por producto final [6, 9, 13, 17]. Los ratones deficientes en GCLm 
son viables, dado que esta enzima parece no ser esencial, aunque sí presentan una 
drástica reducción en los niveles de GSH de hasta casi un 90% [18].  
La formación de la holoenzima está regulada por estrés, viéndose aumentada en 
condiciones de daño oxidativo aunque no exista ningún cambio en la expresión de 
ambas enzimas [19].  
2.2.1	  Regulación	  de	  GCL	  
Bajo condiciones fisiológicas GCL está regulada por: a) GSH mediante inhibición 
competitiva y no alostérica (Ki= 2,3 mM) y b) disponibilidad de uno de sus sustratos, 
la L-cisteína. La concentración del otro sustrato, el L-glutamato en la célula no es 
limitante ya que su concentración en la célula es 10 veces superior a la Km de la 
enzima [9] [20]. 
Se han descrito también cambios en la actividad de esta enzima, dependiendo de la 
regulación a distintos niveles sobre cada una de sus subunidades GCLc, GCLm o de 
ambas.  
2.2.1.1	  Regulación	  transcripcional	  de	  GCLc	  	  
Muchos tratamientos, fármacos o condiciones han sido descritos como reguladores 
de GCLc. El propio estrés oxidativo está asociado a un aumento de los niveles de 
GSH, de la actividad de GCL y de su expresión tanto a nivel de proteína como de 
mRNA. La mayoría de estos factores actúan regulando ambas subunidades [6, 9], 
incluso se han descrito tratamientos capaces de inducir ambas subunidades de la 
GCL y que también afectan a la expresión de la GS [21] [22] [23]. 
Sin embargo existen algunos ejemplos y modelos experimentales donde sólo GCLc 
se regula de manera transcripcional. Uno de ellos es un modelo de hepatocitos de 
rata tratados con insulina o hidrocortisona donde sólo se observa un aumento 
transcripcional de GCLc [24]. 
Otra ejemplo en el cual los niveles de GCLm no se ven alterados, mientras que los de 
GCLc están claramente aumentados, es cuando se produce un crecimiento rápido del 
hígado, observado in vitro con hepatocitos sembrados en subconfluencia e in vivo 
mediante hepatectomías parciales [21, 25]. Estos efectos son similares a los 
observados en carcinoma hepatocelular [21]. 
El factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF-β1), una citoquina de acciones 
pleiotrópicas implicada en la patogénesis de distintos tipos de fibrosis, fue descrito 
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también como un factor que regulaba los niveles de GSH a partir de la modulación de 
GCLc, aunque existen controversias al respecto y se profundizará más adelante en el 
apartado dedicado a los cambios de GSH y GCL en fibrogénesis (2.5.2 Fibrosis) [26, 
27].  
Los tratamientos antioxidantes junto con otros como zinc, productos de peroxidación 
lipídica, choque térmico o los inductores de enzimas detoxificantes de fase II (enzimas 
que mediante reacciones de conjugación facilitan la eliminación de tóxicos de la 
célula) tienen influencia sobre la regulación transcripcional de GCLc [9, 28]. En 
conjunto puede afirmarse que GCL aumenta cuando la defensa celular es necesaria. 
Sin embargo, cuando el daño persiste GCL puede estar alterada. Por ejemplo en 
hepatocitos tratados con ácido litocólico, se produce un aumento inicial de los niveles 
de GCL, pero después está regulación se suprime [29]. Un efecto similar ocurre en el 
modelo de fibrosis producida por ligadura del conducto biliar [29], del que se hablará 
en el apartado (2.5.2.2 Fibrosis hepática).  
Tanto el promotor humano como murino de GCLc tienen elementos reguladores 
comunes. Aparecen secuencias consenso para NFκB, AP1, AP2, elementos de 
respuesta a metales MRE, elementos de respuesta a electrófilos y antioxidantes 
ARE/EpRE, sitios consenso de unión a c-myc [30-33] [34, 35]. El sitio AP-1 es esencial 
para la respuesta a estrés [36, 37]. El sitio ARE es fundamental para la expresión 
constitutiva y también para respuesta a antioxidantes [31]. Sin embargo este sitio 
ARE-4 ha sido descrito en células alveolares, como el sitio de acción para TGF-β1, 
donde se uniría Fra-1/c-Jun bloqueando la regulación transcripcional [26]. Estos sitios 
ARE son esenciales ya que son los sitios de respuesta para el factor de transcripción 
Nrf2. Existen otros estímulos independientes de Nrf2 como por ejemplo el 
desencadenado por el ión arseniato (As3+) [38]. Nrf2 es el factor de transcripción clave 
en el aumento de la expresión de GCL y más adelante se profundizará en sus 
características y en su vía de activación (2.3 Factor nuclear (derivado de eritrocitos 2)-
2 (Nrf2)) [39].  
2.2.1.2	  Fosforilación	  de	  GCLc	  
La síntesis de γ-GC necesita de la fosforilación del L-glutamato por GCL, 
generándose así un compuesto intermedio activo γ-glutamil-fosfato. Este mismo 
proceso ocurre también con la L-butionin-sulfoximina (L-BSO), en este caso la 
formación de este compuesto intermedio fosforilado es la causante de la inhibición 
que se genera por el L-BSO, ya que se queda anclado al sitio activo [40, 41]. Sin 
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embargo se ha observado que GCLc es capaz de autofosforilarse [42]. Esta 
autofosforilación que se puede dar en serina o treoninas disminuye la velocidad 
máxima de la reacción de formación de γ-GC, pero sin aumentar la Km para el 
glutamato. El sitio de fosforilación aún no ha sido descrito [28].  
Además de esta “autofosforilación”, las primeras evidencias de que la fosforilación 
tiene un papel importante tienen que ver con el hecho de que ciertas hormonas que 
regulan quinasas como PKC, PKS y calcio calmodulina quinasa (PKC, PKA o CMKII) 
inhiben la actividad GCL en hepatocitos de rata [43]. Estudios in vitro confirman que 
estas enzimas pueden fosforilar GCL de forma directa [44]. Esta fosforilación, al igual 
que ocurre con la autofosforilación, tampoco causa disociación de la holoenzima en 
sus monómeros, lo que sugiere que existe otro mecanismo que determina la 
supresión de la actividad, pero sin alterar la estructura del holoenzima [28]. El grado 
de fosforilación de GCL se correlaciona con el de inhibición, pero con una modesta 
reducción en la actividad [45] [28]. 
2.2.1.3	  Corte	  proteolítico	  por	  caspasa	  
En muchos modelos de muerte celular por apoptosis, los niveles de GSH se ven 
rápidamente reducidos [46, 47]. Este fenómeno se asocia a una disminución de la 
síntesis y degradación de GCLc, aunque la depleción de GSH es independiente del 
corte proteolítico por caspasas sobre GCLc.  Algunos transportadores como los que 
pertenecen a la familia de los de resistencia a drogas ABCC/MRP o los 
transportadores de aniones orgánicos (SLCO/OATP) son los responsables de la 
pérdida de GSH en la célula durante la muerte celular [48] . 
La escisión de GCLc genera dos fragmentos, uno de 60 y otro de 13 kDa. El sitio de 
corte es Asp499 cercano a la Cys553, que tiene un papel fundamental en la formación 
de puentes disulfuro con la subunidad reguladora GCLm. Sin embargo, en contra de 
lo esperado, la escisión de GCLc no reduce la actividad enzimática durante la muerte 
celular, ya que los fragmentos de 60 y 13 kDa permanecen unidos después del corte 
[47].El fragmento de 13 kDa que queda expuesto tiene una glicina en el fragmento N 
terminal, susceptible de ser miristoilada. Esta miristoilación ha sido demostrada 
cuando este fragmento fue sobreexpresado, sin embargo no es tan clara en células 
en las cuales se induce muerte celular [28, 47].  
2.2.1.4	  Regulación	  de	  GCLm	  
La subunidad reguladora de GCL juega un papel crítico en la síntesis de GSH. 
Normalmente las dos subunidades del enzima están perfectamente coordinadas para 
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inducirse por estrés oxidativo o tras exposición a xenobióticos debido a la activación 
del factor de transcripción Nrf2 [13, 17]. En el análisis del promotor de GCLm se 
encontraron sitios ARE/EpRE y también un sitio de unión a c-myc, necesario para una 
completa inducción frente a estímulos como peróxido de hidrógeno [49-51]. Este 
promotor al igual que el de GCLc está altamente conservado en humano y en roedor. 
No todos los inductores de estrés oxidativo inducen la expresión de GCL, por ejemplo 
el etanol y el TGF-β1 no inducen cambios de GCLm en rata, pero la razón de que en 
este modelo puntual no se observen cambios no es obvia [52] [53]. De modo similar a 
la GCLc, la GCLm sufre una respuesta bifásica tras exposición a BDL y ácido 
litocólico [29, 54].  
2.2.1.5	  Polimorfismos	  en	  GCL	  	  
A lo largo del tiempo en los estudios sobre la GCL en humanos se ha observado una 
gran variabilidad con respecto a la inducción de su expresión. Esta variabilidad entre 
individuos se debe a la existencia de distintos polimorfismos que afectan a la 
secuencia de aminoácidos de las dos subunidades. Muchos de estos cambios o 
polimorfismos causan una disminución de la expresión y de la actividad del enzima, y 
el fenotipo de la enfermedad puede ser bastante severo [28]. Uno de los 
polimorfismos más comunes es la repetición del trinucleótido CAG en la región 5’-
UTR del mRNA de GCLc, siendo el número de repeticiones lo que se correlaciona con 
la función pulmonar en la patología de la fibrosis quística [55]. Otros estudios 
demuestran que ciertos polimorfismos en los promotores de ambas subunidades 
están asociados con riesgo de daño cardiovascular [56] [57] [58] .  
2.2.2	  Implicación	  del	  GSH	  en	  la	  señalización	  redox	  
El par redox 2GSH/GSSG es capaz de interferir en la señalización celular modificando 
el estado de oxidación de cisteínas presentes en proteínas críticas en la célula, como 
por ejemplo factores de transcripción y otros señalizadores. Un desequilibrio en los 
niveles de este par redox produce la unión del GSSG el de forma reversible a grupos 
tiol de las cisteína formando complejos Proteína-SSG, por un mecanismo 
denominado S-glutationilación. Este mecanismo puede activar o inactivar la proteína y 
a su vez ser un mecanismo de protección de grupos tioles frente a otros tipos de 
oxidación irreversible [5, 59]. 
La S-glutationilación modula la mayoría de las vías celulares, incluso interfiere en los 
mecanismos de fosforilación, ya que modula distintos tipos de quinasas. La 
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concentración de los grupos sulfidrilo como resíduos de proteínas en las células es 
mayor que los niveles del propio GSH. Pueden estar presentes como tioles libres (-
SH), como tiolatos (PS-), oxidados como grupos sulfénicos (PSOH), sulfínico (PSO2H) 
y grupos sulfónico (PSO3H). Además pueden encontrarse como puentes disulfuro 
entre proteínas (PSSP) o disulfuros mixtos con cisteínas libres (cisteinilación, PSSC) o 
unidas a GSH (glutationilación, PSSG). La mayoría de estas modificaciones son 
inestables y pueden fácilmente revertirse ya que tienen una constante de acidez pKa 
≥ 8 y debido a las condiciones reductoras del entorno celular permanecen protonadas 
y no son sensibles a la oxidación [5]. El mecanismo propuesto para entender la 
reactividad de tioles sensibles a redox implica su localización en bolsillos o regiones 
básicas donde serían más reactivos. En algunos trabajos se ha propuesto que esta S-
glutationilación no sólo es un mecanismo de protección celular frente a estados 
patológicos de estrés, sino que se puede dar también en condiciones fisiológicas.  
La reversibilidad de este proceso también es un mecanismo interesante, como 
elemento regulador. Puede ocurrir de una forma directa por uniones tiol/disulfuro, 
reacciones de intercambio con GSH, la restauración del ratio 2GSH/GSSG o la 
intervención de la enzima glutarredoxina.  
La S-glutationilación es capaz de regular y modular diferentes vías. Esta modificación 
es capaz de controlar incluso la expresión génica afectando a distintos factores de 
transcripción como por ejemplo la estabilización de Nrf2, impidiendo que se una a 
Keap1 ya que éste se glutationila [60, 61]. Otra vía de señalización que se modula es 
la de NFκB, ya que muchos miembros de esta vía (Akt, IKK, p65, etc…) se inhiben por 
este mecanismo [62]. También modula la señalización celular modificando quinasas 
como la PKA [63] creatinina quinasa o la MEKK1 [64] [65], o fosfatasas como PTEN o 
PP2A [66, 67]. Así mismo, algunos canales de calcio como el del receptor de 
rianodina son susceptibles de ser glutationilados, en este caso aumentando su 
función [68]. 
Además de estos canales, otras proteínas dependientes de calcio también pueden ser 
reguladas por este tipo de modificación. Una de las más interesantes en el campo del 
estrés oxidativo y de la disfunción endotelial es la óxido nítrico sintasa endotelial 
(eNOS). En este caso la S-glutationilación de eNOS ha sido descrita como inhibitoria y 
aumenta la producción de anión superóxido. El mecanismo de desacoplamiento de 
eNOS debido a esta modificación afecta a las cisteínas Cys689 y Cys908, que se 
encuentran en la interfaz de los dominios de unión a las flavínas FAD y FMN 
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respectivamente. La modificación de estos resíduos impide el alineamiento y 
transferencia electrónica, facilitando a su vez el acceso al O2, que se oxida a O2.- [69]. 
También se ha observado que pueden ser afectados por esta modificación post-
traduccional, el ciclo de Krebs, las vías de muerte y supervivencia celular, proteínas 
de citoesqueleto y el plegamiento/ degradación de proteínas [70] [71] [72] [73]. 
2.2.3	  Modelos	  animales	  deficientes	  en	  GCL	  
Para conocer la contribución funcional en fisiología y fisiopatología de la GCL se han 
desarrollado distintos modelos de deleción total o parcial tanto de la subunidad 
catalítica como de la moduladora [74-77]. El ratón Gclc (-/-) se comporta como 
modelo letal embrionario y muere antes del día 9,5 de gestación debido a la 
importancia del GSH en la proliferación celular y desarrollo del embrión [78]. Sin 
embargo el ratón haploinsuficiente es viable y fértil, aunque estos animales tienen un 
50% de actividad Gclc y el GSH también se ve reducido a la mitad, menos en el 
hígado que disminuye hasta el 20% compensando esta deficiencia aumentando los 
niveles de ascorbato [76].  
Para evitar el problema de la letalidad embrionaria del ratón Gclc (-/-) se desarrolló un 
modelo de deleción específica en el hígado [79]. Estos animales intentan compensar 
la reducción de GSH producida por la deleción del gen, sobreexpresando la 
subunidad moduladora GCLm. Sin embargo desarrollan esteatosis espontáneamente 
a partir de las 4 semanas de vida, acompañada de disfunción mitocondrial, debido en 
parte a que los ROS producidos por este orgánulo no son detoxificados [75, 79]. 
El modelo de ratón deficiente para la subunidad moduladora no es letal en estado 
embrionario, aunque también produce una disminución significativa de los niveles de 
GSH [18, 77]. Estos ratones son altamente sensibles a estrés en diferentes tejidos y 
algo muy llamativo de su fenotipo es la disminución de la expresión de proteínas 
esenciales en metabolismo lipídico que les hacen aún más sensibles a dietas altas en 
grasa, desarrollando resistencia a insulina e hiperglucemia [80]. En este modelo 
también se han realizado experimentos para analizar el efecto de la disminución de 
GSH en la reactividad vascular, sin embargo, lo que se observó es que los ratones 
Gclm(-/-) estaban protegidos por vías compensatorias frente a los ratones 
heterocigotos que no eran capaces de detoxificar los ROS presentes debido a la 




2.3	  Factor	  nuclear	  (derivado	  de	  eritrocitos	  2)-­‐2	  (Nrf2)	  
La exposición de las células a antioxidantes y xenobióticos genera la inducción de 
una serie de genes y enzimas capaces de detoxificar cualquier sustancia deletérea 
para la supervivencia celular, entre las cuales se encuentra la GCL. Todas estas 
enzimas como HO-1, SOD, CAT. tienen en común los denominados sitios ARE en su 
promotor. Estos sitios ARE (secuencia core TGANNNNGC) son reconocidos por el 
factor de transcripción Nrf2, que se une a ellos como heterodímero acompañado de 
alguna de las proteínas de la familia Maf. Nrf2 es el principal mediador de la respuesta 
adaptativa frente a estrés oxidativo siendo capaz de coordinar la inducción de más de 
doscientos genes [82-87] 
Además de la activación de las enzimas de fase II, el Nrf2 está ligado a otra serie de 
procesos, como diferenciación, proliferación y crecimiento celular, apoptosis y 
hematopoyesis [88]. El factor Nrf2 tiene estructura de cremallera de leucina que 
contiene una conformación denominada de tapa y collar (Cap and collar) [89]. La 
estructura de Nrf2 está compuesta por siete dominios Neh conservados (Ver Figura 3 
). El dominio Neh1, es el que contiene el motivo bZIP que es el encargado de la unión 
a las secuencias ARE [90], mientras que el dominio Neh2 se encuentra en la región N-
terminal y actúa como regulador negativo debido a su unión a Keap1 [91, 92]. El INrf2 
o Keap1 (Kelch-like ECH associated protein1) es una proteína citosólica que inhibe 
Nrf2 uniéndose a su dominio Neh2 [93]. Keap1 es una proteína rica en cisteínas [94, 
95] y éstas han sido propuestas como sensores de estrés oxidativo y electrófilos [96]. 
La modificación de estas cisteínas por los diferentes activadores de Nrf2 permite 
formar aductos con Keap1 y así disociar el complejo Keap1-Nrf2, permitiendo la 
translocación de Nrf2 a núcleo [97, 98]. Además se ha observado que los resíduos de 
cisteína pueden sufrir S-nitrosilación y S-glutationilación [99-101]. 
 
 
Figura 3: Estructura del factor de transcripción Nrf2. Nrf2 contiene 7 dominios Neh. EL dominio 
Neh1 se une al DNA a través del motivo bZIP, mientras que el Neh2 interacciona con Keap1. Neh4 
y Neh5 son necesarios para la transactivación. El dominio Neh6 se une a la β-TrCP y por último el 




La expresión de Nrf2 está regulada a nivel transcripcional, ya que en su región 
promotora contiene sitios ARE para autorregularse y sitios XRE que son reconocidos 
por el complejo AHR (receptor de aril hidrocarbono) y ARNT (translocador nuclear de 
AHR) que induce la expresión de enzimas de fase I como el citocromo P450 [102, 
103]. A su vez la expresión de Nrf2 está fuertemente regulada a nivel de degradación 
por proteasoma ya que es marcado mediante ubiquitinación [104]. A través de Keap1, 
funcionan como adaptador del complejo Cul3-E3 ubiquitin ligasa, contribuyendo a 
una constante poli-ubiquitinación de Nrf2 [105]. Otro mecanismo de degradación es el 
que lleva a cabo GSK3 (glucógeno sintasa quinasa 3) junto con la proteína 
adaptadora b-TrCP. GSK3 fosforila Nrf2 estabilizándolo, pero a su vez facilita la unión 
de la b-TrCP, que forma un complejo con Cul1 y E3 ligasa para marcarlo por 
ubiquitinación y mandarlo a degradar [106, 107] Además GSK3 también está 
involucrado en la traslocación de Nrf2 de núcleo a citosol, para inactivarlo y hacerlo 
susceptible de degradación, debido a la fosforilación de GSK3 sobre la Tyr quinasa 
Fyn, que fosforila directamente Nrf2 marcándolo para ser exportado [108]. La 
acetilación, al igual que la fosforilación o ubiquitinación también tiene un papel en la 
regulación de Nrf2, ya que el factor p300/CBP que acetila histonas para facilitar la 
descondensación de la cromatina, es capaz de asociarse con Nrf2 en respuesta a 
















Figura 4: Esquema del sistema Keap1/Nrf2. En condiciones basales Nrf2 se encuentra unido a 
Keap1 en citosol. Keap1 actúa como adaptador para la interacción de la E3 ligasa (Culina3), 
encargada de ubiquitinar a Nrf2 y marcarlo para ser degradado vía proteasoma. Estímulos 
prooxidantes interaccionan con Keap1 modificando su conformación y liberando Nrf2. Nrf2 libre es 
entonces susceptible de ser fosforilado (PKC, CK2) y translocarse al núcleo. En núcleo Nrf2 se 
puede unir a las proteínas pequeñas Maf, que actuarán como activadores en la unión a las 
secuencias ARE dando lugar a la expresión de genes citoprotectores. Nrf2 también puede ser 
regulado por mecanismos de acetilación aumentando su habilidad para unirse al DNA. Además en 
núcleo se observa que el estrés oxidativo puede activar la expresión del propio Nrf2 a través de la 
unión de AHr a las secuencias XRE en la región promotora de Nrf2. Por último Nrf2 puede ser 
translocado de nuevo de núcleo a citosol para ser degradado gracias a la cascada de fosforilación 




2.4	  Fuentes	  de	  especies	  reactivas	  de	  oxígeno	  (ROS)	  
ROS es un término colectivo que incluye diferentes especies químicas que se forman 
a partir de una reducción incompleta del oxígeno (Figura 5). 
 
Figura 5: Producción de especies reactivas de oxígeno después de una reducción incompleta del 
oxígeno. 
La reducción del oxígeno molecular por un electrón, media la iniciación de la 
producción de ROS. La primera especie que se produce es el anión superóxido, una 
especie altamente reactiva pero muy inestable, que se dismuta rápidamente a 
peróxido de hidrogeno. Está reacción está catalizada por la superóxido dismutasa o 
puede ocurrir de forma espontánea. El peróxido de hidrógeno es también reducido 
gracias a la captura de un electrón que genera la formación del radical hidroxilo vía 
reacción de Fenton en presencia de Cu2+ o Fe2+. Cada especie es estructuralemte 
distinta y por tanto tiene diferentes propiedades químicas. Todas especies quedan 
recogidas en la Tabla 1  
La producción de ROS ocurre tanto en condiciones fisiológicas como en patológicas. 
Muchos tipos celulares son capaces de producir bajos niveles de O2-. y H2O2 en 





Tabla 1: Principales especies reactivas de oxígeno 
ROS  Principales características     
O2-. Radical libre 
   Altamente reactivo 
   Vida media baja 
   Baja solubilidad, no difunde a través de las membranas biológicas 
  
Sistemas enzimáticos capaces de neutralizarlo: superóxido 
dismutasa (SOD) 
  H2O2 No radical libre 
   Donador de dos electrones 
  No altamente reactivo 
   Vida media larga 
   Difunde a través de membranas biológicas 
  
Origina HO. tras la interacción con metales por reacción no enzimática             (R. 
de Fenton) 
  Papel importante como molécula señalizadora (segundo mensajero) 
  
Sistemas enzimáticos capaces de neutralizarlo: catalasa, glutatión-
peroxidasa, peroxirredoxinas 
  .OH Radical libre 
 
 
Donador de un electrón 
 Elevada reactividad frente a biomoléculas 
   
El estrés oxidativo puede producir daño sobre los ácidos nucleicos, proteínas o 
lípidos. Además, está implicado en diferentes patologías como ateroesclerosis [124, 
125], envejecimiento [126], diabetes, neurodegeneración [127] y fibrosis. Sin embargo 
desde que el término ROS ha sido acuñado, el estrés oxidativo también se refiere a 
una ruptura en el control de la señalización redox. Existen distintas fuentes de 
producción de ROS dentro de la célula mencionándose a continuación las mejor 




Figura 6: Fuentes principales de ROS. La generación de ROS proviene sobretodo de las NADPH 
oxidasas, de la cadena de respiración mitocondrial, desacoplamiento de eNOS en el endotelio y la 
xantina oxidasa.  2.4.1	  NADPH	  oxidasas	  
Los miembros de la familia de las NOXs catalizan la producción de ROS como función 
principal [128, 129]. Las NOXs funcionan como transportadores de electrones 
transmembrana donde el NADPH actúa como donador de electrones, generándose 
O2- [130]. Existen 7 miembros de esta familia con una amplia distribución tisular 
(NOX1-5 y las oxidasas duales DUOX1-2) [131]. Su regulación y expresión es muy 
variada, además algunas como la NOX1, NOX2 y NOX5 producen principalmente O2-., 
mientras que NOX4 genera H2O2 y O2-. 2.4.2	  Mitocondria	  
La mitocondria es otra de las fuentes principales de producción de ROS en 
condiciones fisiológicas, y se puede ver aumentada por distintos estímulos 
intracelulares. Las células endoteliales son preferiblemente glicolíticas para evitar el 
uso de O2 y preservar su alta concentración en sangre y evitar la sobreexposición a 
las especies reactivas de oxígeno formadas por la mitocondria [132]. Está producción 
de ROS es consecuencia de la fosforilación oxidativa asociada a la respiración 
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aeróbica que ocurre en la cadena de transporte de electrones mitocondrial. A veces 
en algunos puntos de esta cadena los electrones que derivan de NADH o FADH 
pueden reaccionar de forma directa con el oxígeno o con otros electroaceptores y 
generar radicales libres. De este modo el 1% del O2 consumido se convierte en ROS 
[133]. Recientemente se ha propuesto que estas especies reactivas producidas en la 
mitocondria podrían tener un papel esencial en la señalización celular dependiente de 
redox [134, 135]. 
2.4.3	  Óxido	  nítrico	  sintasas	  (NOS)	  
Tras el descubrimiento del óxido nítrico en los años ochenta, se ha estudiado mucho 
la estructura y función de las enzimas encargadas de su síntesis [136]. El NO.se 
genera en los tejidos biológicos como un importante regulador de un amplio abanico 
de funciones [137, 138]. Es un conocido regulador de la presión sanguínea y el tono 
vascular, señalización neuronal y función inmunológica [139-141], pero es capaz de 
producir daño celular debido a la formación de especies reactivas de nitrógeno (RNS) 
como por ejemplo el peroxinitrito. En mamíferos el NO. es producido por la familia de 
las óxido nítrico sintasas (NOS), de las cuales se conocen tres isoformas diferentes. 
Ésta la comprenden la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS o NOSIII) y la neuronal 
(nNOS o NOSI) que tienen expresión constitutiva y una inducible (iNOS o NOSII). 
Estas enzimas pueden ser también fuente de O2-. En el endotelio, que se encuentra 
expuesto a diferentes tipos de oxidantes, se puede producir también el 
desacoplamiento de eNOS, generando radical superóxido en lugar de NO. Como se 
ha comentado anteriormente las modificaciones por S-glutationilación pueden 
producir un desacoplamiento de eNOS y alterar la función vascular [69], aunque 
existen otras causas de desacoplamiento de eNOS. Uno de los más relevantes es la 
reducción de su cofactor HB4, debido a la oxidación producida por el incremento en 
la formación de anión superóxido o peroxinitrito, generándose la forma oxidada HB2 
[142]. Además de la oxidación la HB4 se puede ver reducida por una inhibición en su 
síntesis de novo o bien en su reciclaje. Otros mecanismos que favorecen el 
desacoplamiento son la disminución de su sustrato la L-Arg o la acumulación del 
inhibidor ADMA [143]. Este desacoplamiento se ha estudiado en pacientes con 
disfunción endotelial derivada de distintas patologías vasculares como 




2.4.4	  Xantina	  oxidasa	  (XOR)	  
La xantina oxidoreductasa conocida también como xantina oxidasa (XOR) , es una 
flavoproteína que cataliza uno de los últimos pasos del metabolismo de las purinas. 
Transforma la hipoxantina y xantina en ácido úrico, generando como productos 
secundarios O2-. o H2O2 [147]. Esta enzima existe en dos formas: como xantina 
deshidrogenasa (XDH) y como xantina oxidasa (XO) [148]. La actividad de la XDH en 
endotelio se transforma en XO debido a algunas modificaciones que incluyen la 
oxidación de grupos tioles y proteolisis. La proporción entre XO y XDH es la que 
determina la cantidad de ROS que producen estas enzimas [149], considerándose 
que un aumento de XO se relaciona con el daño vascular [150, 151].  2.5	  Patologías	  en	  las	  que	  está	  implicado	  el	  estrés	  oxidativo	  	  
2.5.1	  Disfunción	  endotelial	  
El sistema vascular está formado por una única monocapa de células endoteliales. 
Esto forma un órgano continuo y extendido que contiene más de 1013 células, que 
cubren un área aproximada de 1,7 m2 y pesa 1 kg en un humano adulto [152]. Debido 
a su localización el endotelio actúa como una barrera natural y selectiva entre la 
sangre y otros órganos y tejidos. Es un órgano semipermeable y regula tanto la 
transferencia de pequeñas y grandes moléculas como de fluidos entre la sangre y el 
espacio intersticial. Esta estructura es importante para la integridad y mantenimiento 
de la pared del vaso y también la función circulatoria. Además de ser una barrera, es 
una monocapa metabólicamente activa. Las células endoteliales son capaces de 
controlar muchas funciones vasculares importantes como el tono vascular [153]. 
La disfunción endotelial es una condición en la cual el endotelio pierde su tendencia 
fisiológica de promover vasodilatación e inhibir la agregación plaquetaria y la 
adhesión leucocitaria [153]. Es un marcador de daño vascular y juega un papel muy 
importante en el inicio de muchos desórdenes vasculares como ateroesclerosis, 
hipertensión y diabetes [152]. La característica principal de está disfunción es la 
disminución en la biodisponibilidad de NO, que además normalmente se ve 
acompañada de un aumento en la producción de especies reactivas de oxígeno [154]. 
2.5.2	  Fibrosis	  
El estrés oxidativo juega un papel muy importante tanto en el inicio como en el 
desarrollo de los procesos fibróticos en enfermedades humanas [155]. La fibrosis es 
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la vía final común donde convergen muchos procesos inflamatorios, no resueltos y se 
define como la acumulación excesiva de componentes de la matriz extracelular como 
colágeno y fibronectina [156]. Está deposición de colágeno es indispensable en el 
proceso de reparación fisiológico, sin embargo junto con la acumulación de matriz 
extracelular, la ciacatrización excesiva de los tejidos es la característica común de los 
procesos fibróticos en los diferentes tejidos del organismo [157]. En la fibrosis, los 
órganos que tienen un alto contenido epitelial como piel, riñón, pulmón e hígado 
reemplazan las células funcionales por depósitos de colágeno, perdiendo además la 
arquitectura característica de cada tejido. Como cada uno de estos órganos tiene un 
propósito distinto y está expuesto a diferentes factores ambientales, cada uno 
desarrolla de una forma diferente este proceso, aunque hay algunas características 
comunes a todos ellos (Ver Figura 7). 
Una de las principales causas es la aparición de un daño recurrente o persistente, 
generalmente inflamatorio, en el epitelio que desencadena el proceso [156, 157]. Al 
menos cinco formas de reacción ante el daño epitelial pueden generar fibrosis en los 
tejidos. La primera es la muerte celular que ocurre a través de necrosis o apoptosis, 
aunque aún queda por aclarar si esta muerte celular es la que inicia el proceso o sólo 
es un marcador de que el daño es lo suficientemente severo como para 
desencadenar la respuesta fibrótica [158]. Una segunda respuesta común es la 
alteración de vías metabólicas, desencadenando estrés celular y la activación de 
múltiples vías con el fin de promover la supervivencia celular [159], aunque esta 
respuesta suele ser insuficiente. Otra forma de activación es la alteración de la 
transición epitelio-mesénquima (EMT), crucial durante el desarrollo embrionario [160, 
161]. Tanto en el proceso normal de desarrollo como en el patológico, las células 
epiteliales van perdiendo una serie de marcadores como E-caderina disminuyendo la 
adhesión celular y aumentando la expresión de los factores de transcripción claves en 
la transición hacia un fenotipo mesenquimal: Twist y Snail1 [162], aunque es cierto 
que la transición EMT no es una fuente de células fibróticas.  
Una cuarta forma de activación de la fibrosis sería el inicio de una respuesta inmune, 
en la cual las células epiteliales como primera barrera frente a insultos ambientales se 
activaría produciendo y liberando citoquinas que reclutarían neutrófilos, monocitos y 
leucocitos al órgano dañado, conduciéndolo al desarrollo de fibrosis [157]. Una 
inflamación moderada pero persistente es crucial para la progresión de esta patología 
siendo la eliminación de este estímulo inflamatorio una buena manera de frenar el 
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Figura 7: Esquema de la progresión y regresión fibrótica. La fibrosis ocurre como resultado de un 
daño sostenido en el epitelio. Este daño promueve la liberación de citoquinas y factores de 
crecimiento que reclutan precursores mesenquimales para transformarlos en miofibroblastos. Los 
miofibroblastos activados depositan matriz en el medio extracelular. En condiciones fisiológicas, 
cuando el epitelio se encuentra reparado, la matriz se degrada y los miofibroblastos pasan a un 
estado inactivo o entran en apoptosis. En los procesos fibróticos la resolución se ve alterada y la 




Por último una de las principales respuestas comunes al daño es la interacción entre 
integrinas y el factor de crecimiento transformante β (TGF-β) en la respuesta epitelial. 
El TGFβ es secretado cerca de todos los tejidos y órganos en mamíferos y es 
almacenado en su forma inactiva en la matriz extracelular (ECM) [163]. El aumento de 
la forma activa de TGF-β correlaciona con la progresión de la fibrosis en órganos 
como hígado, pulmón, corazón, riñón y piel [156]. Además el TGFβ es capaz de 
inducir la diferenciación de células de fenotipo mesenquimal, como fibroblastos 
residentes o pericitos en miofibroblastos [157]. Estos miofibroblastos son las células 
patogénicas en la fibrosis debido a su capacidad de secretar y generar depósitos de 
matriz y tienen carácter contráctil, ya adquirido tras la expresión de la actina de 
músculo liso (α-SMA) [164].  
2.5.2.1	  Fibrosis	  renal	  
El caso de la fibrosis renal es de nuevo una reparación del tejido fallida debido a la 
prolongada exposición al daño que produce la acumulación de depósito de matriz en 
riñón, lo que genera un cambio en su arquitectura, debido a la contracción y aumento 
de la rigidez, resultando en una reducción en el flujo sanguíneo y en una incorrecta 
función de las nefronas y una separación entre las estructuras vasculares y tubulares 
[165, 166, 167.]. Las primeras células en responder al daño son las células epiteliales 
de los túbulos renales, que van perdiendo de forma progresiva su habilidad 
regenarativa, entrando en senescencia o apoptosis. El miofibroblasto como en el 
resto de las patologías fibróticas es el encargado del deposito de matriz en la región 
intersticial, y su característica principal es la expresión de αSMA [168]. Las principales 
fuentes de miofibroblastos renales serían las células mesangiales, como fibroblastos 
residentes y los pericitos que se diferencian tras ser activados. Sin embargo, las 
propias células epiteliales pueden diferenciarse a miofibroblastos mediante la 
transición epitelio-mesénquima (EMT), disminuyendo la expresión de marcadores 
epiteliales como E-caderina y la adhesión celular, ganando en paralelo la expresión 
del marcador miofibroblástico αSMA [157, 168, 169].   
Existen multiples evidencias que afirman que hay una relación entre la fibrosis renal y 
las especies reactivas de oxígeno. EL aumento de ROS tiene un papel fundamental en 
el progreso fibrótico. Como se comento anteriormente en el apartado (2.4 Fuentes de 
especies reactivas de oxígeno (ROS)), siendo las NOX una de las principales fuentes 
de ROS. En el riñón, se ha observado que la expresión de NOX4 durante los procesos 
fibróticos es más abundante [170]. La expresión de NOX4 y el aumento de su 
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activación ha sido relacionado con la activación de la vía de la ya nombrada citoquina 
profibrótica TGF-β1 [171]. Se sabe además que la transición epitelio mesénquima 
producida por TGF-β y que disminuye la respuesta transcripcional de Nrf2, 
reduciendo los niveles de GCLc y la síntesis de GSH, se ha visto atenuada en 
presencia de antioxidantes como NAC [172]. 
El modelo de fibrosis renal por obstrucción unilateral del uréter (UUO) genera una 
serie de cambios hemodinámicos y metabólicos que desencadenan el daño en los 
túbulos y la respuesta inflamatoria que dará lugar al daño fibrótico [173]. Este modelo 
se ha convertido en el principal y más reproducible para estudiar fibrosis renal in vivo 
ya que recapitula las características principales de la fibrosis [174].  
2.5.2.2	  Fibrosis	  hepática	  
El hígado tiene una gran adaptación al daño debido a su alta capacidad de reparación 
del tejido, pero la exposición prolongada al mismo, genera una respuesta inflamatoria 
que genera un cambio morfológico en su estructura. Las células adquieren un 
fenotipo fibroblástico y empiezan a depositar matriz extracelular dando lugar a 
fibrosis, que puede progresar a cirrosis y hepatocarcinoma [175]. 
La fibrosis hepática se puede clasificar dependiendo de su origen. El primer tipo sería 
la derivada de una infección por el virus de la hepatitis humana (HVC o HVB), el 
segundo tipo es aquel que se desarrolla como consecuencia del consumo de alcohol, 
que deviene en cirrosis. Finalmente la fibrosis no alcohólica que empieza como 
esteatosis o acumulación lipídica, pasa por un proceso fibrótico intermedio y acaba 
en cirrosis hepática [175]. 
Los hepatocitos son en este caso, las células diana de estos insultos y las que debido 
a la liberación de citoquinas proinflamatorias reclutan distintas células del sistema 
inmune amplificándose la respuesta [175]. Las células estrelladas o estelares son las 
que juegan un papel más relevante la fibrosis en respuesta a TGFβ, citoquinas o 
interleuquinas, transformándose a células con fenotipo fibroblástico [176, 177]. Estas 
células estelares son los “pericitos del hígado” y se encuentran en el espacio 
subendotelial entre los hepatocitos y las células endoteliales sinusoidales [176]. 
Además de las células estelares existen otros tipos celulares que pueden contribuir al 
proceso fibrótico, como fibroblastos intersticiales y células epiteliales del conducto 
biliar [178]. 
Otra forma de activación de las células estelares tiene que ver con un aumento de 
estrés oxidativo generado por las células de Kupffer (macrófagos residentes en el 
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hígado) o de los hepatocitos dañados [179]. La reducción de este estrés oxidativo 
mediante la activación de la vía del factor de transcripción Nrf2 se traduce en mejoras 
en la progresión de la patología [180]. En modelos en los cuales el factor Nrf2 o la 
subunidad catalítica de GCL están reducidos, se ha observado que se desarrolla de 
forma espontánea esteatosis hepática [79, 181].  2.6	  Los	  microRNAS	  
Los microRNAs son RNAs endógenos de cadena sencilla y pequeño tamaño (22-26 
nucleótidos). Fueron recientemente descubiertos como un novedoso mecanismo de 
regulación post-transcripcional de la expresión génica, ya que son capaces de unirse 
por complementariedad de secuencia parcial o total, a las regiones 3’-UTR de 
diferentes RNA mensajeros, bien impidiendo su traducción a proteína, inhibiéndola o 
provocando su degradación, jugando así un papel muy importante en la regulación de 
procesos biológicos [182, 183]. 
Desde que en 1998 Craig Mello y Andrew Fire demostrasen que el efecto del 
denominado silenciamiento transcripcional era producido por la formación de RNA de 
doble cadena en C.elegans, y el descubrimiento del primer microRNA lin-4 en este 
mismo nematodo [184] [185], el progreso sobre el conocimiento de estas moléculas 
ha sido exponencial (Figura 8).  
 
Figura 8: Gráfica comparativa entre el número de microRNAs secuenciados hasta la actualidad y 
el número de publicaciones sobre microRNAs.(Fuente mirbase.org) 
En la última actualización de una de las principales bases de datos de microRNAs, 
miRBase (versión 21, Junio 2014) 28645 microRNAs han sido anotados en más de 
142 especies. Esta base de datos recoge alrededor de 2042 miRNAs 
correspondientes a humano y 1281 murinos [186] [187] [188].  
Introducción	  
75	  
La gran mayoría de los microRNAs están altamente conservados entre vertebrados 
como humano, ratón, chimpancé e incluso entre invertebrados como C.elegans . 
2.6.1	  Organización	  genómica	  de	  los	  microRNAs	  
Los miRNAs se originan a partir de moléculas precursoras de tamaño variable, doble 
cadena y bucles a modo de horquilla (stem loops), capaces de originar RNA con 
estructuras secundarias [189] [190-192]. La transcripción de estos miRNAs, depende 
de su localización en el genoma. Pueden estar localizados en regiones intrónicas del 
genoma (un 80% aproximadamente) [192]. El 20% restante están codificados en 
regiones intergénicas, genes no-codificantes o incluso exones [193].  
Muchos de ellos además se encuentran formando familias, compartiendo la 
secuencia de nucleótidos que se une a la región 3’-UTR del mRNA diana, conocida 
como región semilla o “seed”. También pueden estar codificados en el mismo grupo 
génico o “cluster”, encontrándose sometidos a la misma regulación transcripcional 
[183, 194]. Sin embargo, no todos los miembros de un mismo cluster se expresan al 
mismo nivel, sugiriendo que estos miRNAs pueden ser procesados o modificados 
específica y post-transcripcionalmente [195-198]. En el caso de los microRNAs 
derivados de intrones su transcripción puede depender de la del gen hospedador en 
el que se encuentra y de esta manera se explicaría la especificidad tisular. Otros 
microRNAs pueden tener su propio promotor y expresarse de forma independiente.  
2.6.2	  Biogénesis	  de	  los	  microRNAs	  	  
Los microRNAs maduros son moléculas de unos 22-26 nucleótidos de longitud, con 
un grupo fosfato en el extremo 5’ y un grupo hidroxilo en el extremo 3’. Estos derivan 
de un procesamiento que se inicia en el núcleo de la célula y finaliza en el citoplasma 
donde ejercen su función. Las principales enzimas candidatas para la transcripción de 
microRNAs son la RNA polimerasa II y la RNA polimerasa III. Sin embargo, tanto los 
microRNAS procesados a partir de intrones, como los microRNAs no intrónicos son 
transcritos por la RNA pol II [199] [200]. La RNA Pol II produce un transcrito primario 
de RNA, denominado pri-miRNA, que puede llegar a ser tan largo como la propia 
secuencia de origen del microRNA, oscilando entre varias kilobases y unos pocos 
cientos de bases [201]. El análisis de varios de estos precursores o pri-microRNAs, 
mostró que todos ellos contienen una caperuza 5’-7-metil-guanosina (cap) y una cola 
poly-A en 3’ similar a la de un mRNA [199, 202]. Un pri-microRNA estándar contiene 
una región central o troncal (stem) de RNA de doble cadena (dsRNA), de unos 30-40 
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nucleótidos, un lazo terminal (loop) y dos regiones de RNA de cadena sencilla (ssRNA) 
a cada extremo opuesto a la región central.  
2.6.3	  Procesado	  de	  los	  microRNAs	  en	  el	  núcleo:	  Drosha	  y	  Dgcr8	  
La maduración de los microRNAs sigue una serie de pasos que ocurren tanto en 
núcleo como en citoplasma. Estas reacciones de procesado están catalizadas por 
diferentes endonucleasas (RNAsas III) que reconocen RNA de doble cadena [203] 
[201]. El primer paso tiene lugar en el núcleo donde el pri-microRNA, libera un nuevo 
precursor intermedio (60-70 nt) llamado pre-miRNA [201] [204] [205]. Este proceso lo 
lleva a cabo Drosha, que corta ambas hebras de forma escalonada, con el corte típico 
de RNAsas de tipo III, quedando así un fosfato libre en 5’ y un saliente (overhang) de 2 
nt en 3’ [205] [206]. La proteína Drosha habitualmente colabora con una proteína de 
unión a RNA de doble cadena, Di George syndrom critical región 8 (DGCR8) formando 
así el “microprocesador” [205, 207-209]. DGCR8 es por tanto un factor esencial en la 
ruta de procesado de los microRNAs, ya que es la encargada de reconocer la región 
central y la de cadena sencilla del RNA.  
2.6.3.1	  microRNAs	  intrónicos	  
Existe una ruta alternativa para la biogénesis y procesamiento de los microRNAs en la 
cual  ciertos intrones liberados tras el corte del mRNA hospedador (splicing) 
mimetizan las características de un pre-miRNA y entran en la ruta de procesado 
escapando del corte producido por Drosha [210]. Estos denominados miRtrons, a 
pesar de tener claras similitudes con un microRNA, se diferencian al llegar al extremo 
del intrón. El apareamiento entre las bases de este RNA no es mayor de los 20-22 nt 
de apareamiento del dúplex de RNA miRNA/miRNA*, que sería necesario para el corte 
mediado por Drosha, y en su lugar conserva sitios canónicos de corte por 
espliceosoma [211], siendo este corte por espliceosoma necesario para la 
maduración de este tipo de miRNAs [212]. Estas evidencias se vieron reforzadas al 
analizar el ratón deficiente en Drosha, que no mostró un efecto significativo en el 
número de miRNA intrónicos [210]. Por el contrario cuando se silenció Dicer, otra 
exonucleasa de la que hablaremos más adelante, el ratio de pre-miRNA frente a 









2.6.4	  Transporte	  del	  núcleo	  al	  citoplasma.	  Exportina-­‐5	  
Los microRNAs deben ser transportados desde el núcleo al citoplasma para poder 
ejercer su función. Es un transporte activo, mediado por la exportina-5. Esta enzima 
pertenece a la familia de factores de transporte núcleo-citoplásmicos de las 
carioferinas y necesita la participación de RAN, que es un cofactor que une GTP 
aumentando la afinidad por el sustrato cargo, en este caso el microRNA, del complejo 
exportador ahora formado por Exp-5-RAN-GTP [213] [214] [215]. Este complejo es 
independiente de la secuencia del RNA, pero no de su estructura. Sólo une pequeños 
RNAs que contienen un tallo de 16 pb y un overhang en 3’, como los pre-miRNAs 
[215, 216]. En el citoplasma, la molécula de GTP es hidrolizada a GDP y el pre-miRNA 
es liberado. Además, la exportina-5 tiene también un papel en la estabilización de los 
pre-microRNAs nucleares, existiendo algunos trabajos que sugieren que en ausencia 
de la exportina-5 hay una clara disminución de microRNAs citosólicos, aunque no se 
ve acompañado por una acumulación de los mismos en el núcleo [217]. 
2.6.5	  Dicer	  
Una vez en el citoplasma la siguiente endonucleasa RNAsa III que actúa es Dicer. 
Esta enzima fue primeramente descrita por su papel en la generación de pequeños 
RNAs interferentes (siRNA) [218] y más tarde se describió su implicación en la ruta de 
procesado de los microRNAs [219, 220], llevando a cabo un papel muy similar al que 
tiene en el procesado de los RNAs interferentes. Dicer reconoce RNA de doble hebra 
como los microRNAs, pero tiene predilección por aquellos RNAs que tienen un 
overhang en 3’ en la base de su estructura. Cuando Dicer reconoce estos RNAs, se 
une a ellos cortándolos de tal forma que elimina la horquilla característica de los 
precursores, dejando un nuevo fosfato libre en 5’ y otro 3’ overhang, generándose un 
dúplex de RNA “imperfecto”. Este dúplex de RNA contiene el microRNA maduro y un 
fragmento de tamaño similar que procede del brazo opuesto del pre-miRNA (miR*) 
[221]. Aunque el dúplex miRNA/miRNA* es producido de forma simétrica por 
transcripción, la abundancia de una u otra hebra tras el procesado es asimétrica. El 
denominado miRNA* (hebra pasajera) que procede del brazo opuesto del premiR, 
también ha sido encontrado en genotecas de clones de microRNAs, pero con una 
proporción 100 veces menor, indicando que tiene una vida inferior a la hebra guía 
[221-223] [224], ya que es menos estable en su extremo 5’. Sin embargo, algunos 
trabajos aseguran que está hebra también es capaz de reconocer dianas propias de 
manera funcional [225] [226] [227]. 
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Por lo tanto, Drosha y Dicer trabajan de forma sinérgica para aumentar la producción 
del microRNA y aumentar la precisión del producto final [205]. La especificidad en el 
corte generado por Drosha, es la que determina cual será la maduración del 
microRNA. Por lo tanto es Drosha y no Dicer la que determina está especificad 
gracias a su reconocimiento de estructuras secundarias en la base del stem loop 
[205, 228]. 
2.6.6	  Mecanismos	  de	  acción	  de	  los	  microRNAs	  
Tras el procesamiento, el dúplex de microRNA interacciona con un complejo 
multiproteico denominado RISC “RNA-induced silencing complex” [229, 230] [231, 
232]. El complejo RISC identifica dianas de mRNA basándose en la 
complementariedad o apareamiento entre bases. Esta complementariedad suele ser 
perfecta en plantas y parcial en vertebrados entre el mRNA y el microRNA. Después 
las endonucleasas de este complejo cortan en medio de la secuencia de 
reconocimiento [230]. El complejo RISC contiene un miembro de la familia argonauta 
en su core, y se divide en diferentes subtipos según el número de argonautas que 
tenga asociado. 
2.6.6.1	  Las	  proteínas	  de	  la	  familia	  Argonauta	  
Las proteínas de la familia argonauta se subdividen en dos subfamilias en función de 
la homología de sus secuencias: la subfamilia AGO y la subfamilia PIWI. Las proteínas 
de la subfamilia PIWI han sido implicadas en la regulación del desarrollo de las células 
germinales, autorrenovación de las células troncales y el silenciamiento de 
retrotransposones [233]. Las proteínas de esta familia se unen a una clase de RNAs 
no codificantes de pequeño tamaño llamados piRNAs (“Piwi- interacting RNAs”).  
2.6.6.2	  La	  subfamilia	  AGO	  	  
Las proteínas de la subfamilia AGO (Ago1-5) son los elementos más importantes del 
complejo silenciador RISC, y están implicadas en la represión traduccional y en la 
degradación de los mRNAS. De todos los miembros de la subfamilia, Ago-2 muestra 
capacidad endonucleasa y debido a su importancia durante el silenciamiento génico 
mediado por miRNAs, existen una gran cantidad de elementos que regulan su 





2.6.6.3	  Corte	  del	  mRNA	  
Se estima que alrededor de 1/3 de los genes son regulados por microRNAs [226, 236, 
237]. Estos microRNAs pueden dirigir el complejo RISC para que disminuya la 
expresión, principalmente por dos mecanismos: corte del mRNA o represión 
traduccional. La elección de un mecanismo u otro depende de la complementariedad 
con la secuencia diana. Si este mensajero tiene suficiente complementariedad será 
cortado, entre los nucleótidos 10 y 11 [238]. 
2.6.6.4	  Represión	  traduccional	  
Los mecanismos por los cuales los miRNAs pueden bloquear la traducción son objeto 
de constante debate, pero existen diversos modelos para explicar este bloqueo.  
Se han descrito cuatro modelos. En el primero se propone la capacidad del complejo 
de silenciamiento para promover la deadenilación del mRNA facilitando la eliminación 
de la caperuza 5’ del mRNA y la degradación del mismo [239, 240]. En el segundo 
modelo se ha propuesto que los miRNAs pueden reprimir la traducción después del 
paso de iniciación de ésta [241-244]. 
En los otros modelos la inhibición ocurre a nivel de la iniciación y la elongación 
proteica, ya que no se observa una reducción de los transcritos pero si de la cantidad 
de proteína [245] [246]. 
2.6.6.5	  Reconocimiento	  de	  la	  diana	  
El reconocimiento entre el microRNA y su diana obedece a la interacción existente 
entre el microRNA y regiones complementarias en la región 3’ no codificante del 
mRNA (3’-UTR). La característica más importante, que se extrae de los datos 
experimentales es que para un buen reconocimiento de la diana, es necesario un 
apareamiento tipo Watson-Crick entre los nucleótidos 2 y 8 del extremo 5’ del miRNA 
y el 3’-UTR del mRNA. Esta región se denomina región semilla (seed sequence) y es el 
punto de partida para muchos de los algoritmos de predicción [247]. Este 
apareamiento es más eficaz que el que se produce en otros heptámeros del miRNA 
[248]. Se ha propuesto que el papel de RISC sea el de presentar el core de la 
secuencia a los nucleótidos del mRNA [249]. Las herramientas actuales de predicción 
de microRNAs son Targetscan, PicTar, EMBL y EIMMo que tienen un alto grado de 
solapamiento porque su algoritmo se basa en el apareamiento de la región semilla. 
Sin embargo no son 100% idénticas ya que por alguna razón existe un solapamiento 
imperfecto [236]..  
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Las posiciones en el mRNA con mayor posibilidad de apareamiento con el miRNA, 
suelen estar al menos 15 nucleótidos más allá del codón de parada del mRNA, y 
alejados del centro en caso de 3’-UTRs largos [250], ya que tienen más probabilidad 
de tener interacciones consigo mismos o con otros segmentos, mientras que los 
extremos no tienen esta oportunidad [236, 250]. También son buenas candidatas 
aquellas posiciones con abundancia en regiones ricas en AU cercanas a los sitios de 
unión u otras medidas que faciliten la accesibilidad y la proximidad a sitios para 
microRNAS que se co-expresan en condiciones semejantes [236, 248, 250, 251]. 
Aunque la mayoría de la investigación realizada en microRNAs de metazoos ha sido 
en las regiones 3’-UTRs, algunos experimentos han demostrado que el apareamiento 
también puede darse en regiones como la 5’-UTR y en las regiones codificantes (ORF) 
[243, 252]. 
Por ejemplo los avances en secuenciación masiva han revelado la gran abundancia 
de microRNAs endógenos presentes en el núcleo. Experimentos in silico de 
reconocimiento de dianas sugieren que  existen miles de potenciales sitios de unión 
para microRNAs: sitios de interacción en promotores, que han sido validados 
mediante inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP). Otra observación muy interesante 
es que este mecanismo de interacción en la región promotora, en el que pueden 
participar Ago-2 y microRNAs puede tener un efecto activador de la expresión génica 
[253-255].  
2.6.9	   Nomenclatura	   para	   denominar	   los	   microRNAs	   y	   sus	  variantes	  
El gran auge en el descubrimiento de los microRNAs hizo necesario proponer un 
nuevo sistema de nomenclatura para cada nueva molécula descubierta. Además de la 
numeración se han añadido letras y símbolos para facilitar la identificación del 
microRNA y su localización en la molécula precursora. Esta nomenclatura se resume 
en la siguiente inhibición. 
Tabla 2 [256]. 
2.6.10	   Técnicas	   empleadas	   para	   la	   pérdida	   o	   ganancia	   de	  función	  de	  microRNAs	  
La mejor forma de estudiar la relevancia de los microRNAs es examinando la 
implicación que tienen los cambios en su expresión. Existen distintas estrategias 
específicas tanto para su sobreexpresión como para su inhibición. 
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Tabla 2: Clasificación de microRNAs por nomenclatura 
 
La regulación in vitro de los microRNAs normalmente se lleva a cabo con 
experimentos de transfección que permiten encontrar o validar dianas o examinar el 
efecto fisiológico que ejercen sobre la célula. Los denominados miRNA mimics 
consisten en oligonucleótidos de doble hebra que contienen la secuencia madura del 
microRNA de interés. Existen también vectores de expresión en los cuales se 
encuentra la secuencia del stem loop del microRNA, y que una vez expresado en la 
célula será procesado por la maquinaria habitual. Otras formas de sobreexpresión de 
microRNAs más adecuadas para experimentos diseñados in vivo, son el uso de 
adenovirus o lentivirus. El uso de lentivirus ofrece la ventaja de integrarse en la célula 
infectada y ofrecer un gran aumento de expresión del microRNA. También se pueden 
utilizar dúplex sintéticos de RNA con la hebra guía del microRNA maduro, mientras 
que la hebra complementaria está modificada, habitualmente por moléculas de 
colesterol que facilitan la entrada del dúplex en la célula.  
Las herramientas para inhibir la expresión de los microRNAs son más variadas: los 
denominados antimiRs son oligonucleótidos de hebra sencilla y complementaria al 
microRNA maduro, con diferentes modificaciones que les permiten ser estables en el 
contexto celular. Otras técnicas muy útiles son las denominadas borradores de 
microRNAs o esponjas de microRNAs (Figura 10) [257] [258]. Son vectores que 
expresan sitios de unión para un microRNA de forma repetida. La diferencia es que 
los borradores al contener sitios exactamente complementarios al microRNA dan 
lugar a corte y degradación de estos RNAs, mientras que los RNA esponjas contienen 
secuencias parcialmente complementarias lo que produce una unión con el microRNA 
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más prolongada y una mayor capacidad de anulación. Existen también adenovirus o 
lentivirus que contienen un shRNA que silencia el miRNA de forma más eficaz ya que 
ataca al pri-miRNA. 
Se puede bloquear también el mecanismo de acción de los microRNAs utilizando 
RNA máscaras, que se unen a las secuencias dianas para el mRNA impidiendo su 
silenciamiento [259]. 
Dentro de los antagomiRs existen diferentes aproximaciones para su uso in vivo e in 
vitro. Se pueden usar oligo deoxinucléotidos complementarios al microRNA [260], sin 
embargo las modificaciones 2’-O-metilo (ChoI) se utilizan para hacerlo más resistente 
a nucleasas y mejoran la unión al RNA. Por otro lado la modificación LNA hace que la 
formación del dúplex antimiR-miRNA Dentro de los antagomiRs existen diferentes 
aproximaciones para su uso in vivo e in vitro. Las modificaciones 2’-O-metilo se 
utilizan para hacerlo más resistente a nucleasas y mejoran la unión al RNA. En cambio 
la modificación LNA hace que la formación del dúplex antimiR-miRNA sea 






Figura 10:Diferentes herramientas para inhibir la expresión de microRNAs. I)Inhibición de 
microRNAs por sobreexpresión de secuencia diana. Este mecanismo se basa en la eliminación y 
bloqueo de microDNAs mediante la complementariedad de unión a secuencias diana 
sobreexpresadas utilizando diferentes vectores de expresión. A) Borrador de microRNAs. Vector 
de expresión que contiene un gran número de secuencias diana para  un microRNA con 
complementariedad total. B) Esponja de microRNAs. Vector de expresión que contiene n 
repeticiones de la secuencia diana de un microRNA específico con complementariedad parcial. II) 
Bloqueo de microRNAs mediado por sobreexpresión de oligodeoxiribonucleótidos 
complementarios a la secuencia diana. A) Enmascarador de microRNAs. 
Oligodeoxiribonucleótidos complementarios a la secuencia diana, que se unen a ellas impidiedo la 
unión del microRNA, sin afectar la expresión del mRNA diana. III) Bloqueo de microRNAs por 
sobreexpresión de RNA de hebra sencilla complementarios a la secuencia del microRNA. A) 
Nucleótidos modificados. Antagomir y LNA que están modificados químicamente haciéndoles 
menos sensibles a degradación. B) Nuclótidos no modificados (AMO). Secuencias de RNA 
complementarias al microRNA que no han sufrifo ninguna modificación química. Adaptado de 
Poller, Hajjar et al. 2010, Cardiovasc Res. 2.7	  RedoximiRs	  
En los últimos años se ha avanzado en el descubrimiento de microRNAs y se ha 
intentado agrupar en diferentes tipos para que sea más fácil clasificarlos. Debido a la 
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amplia distribución de dianas celulares que los microRNAs tienen, no es difícil pensar 
que el equilibrio redox de la célula puede estar también regulado por ellos. De hecho, 
existen gran variedad de publicaciones que relacionan diferentes microRNAs, con el 
regulador clave de la respuesta antioxidante Nrf2 [262-264] y con las enzimas 
implicadas en la producción de ROS [265-267], habiéndose acuñado el término de 
redoximiRs para definirlos [268]. Además, las alteraciones en el equilibrio redox 
celular pueden alterar la propia biogénesis y maduración de los microRNAs. La 
proteína Dicer, una de las endonucleasas implicadas en la maduración de éstos, se 
encuentra disminuida en modelos de envejecimiento y estrés provocado por peróxido 
de hidrógeno, lo que genera una alteración en la maduración y número de microRNAs 
[269, 270]. Esta alteración podría estar relacionada con la presencia de secuencias 
ARE en la región promotora de la proteína Dicer tanto en el gen humano, como en el 
murino [269]. 
Otra de las enzimas implicadas es DGCR8, necesaria para el correcto funcionamiento 
de la nucleasa Drosha. Dado que requiere del grupo hemo unido a hierro para realizar 
su actividad podría también verse regulada por el estado redox, ya que Nrf2 regula la 
actividad de hemoxigenasa y por lo tanto un aumento en su catabolismo daría lugar a 
una bajada en los niveles de microRNAs [271]. También la exportina-5 implicada en la 
salida de los microRNAs de núcleo a citosol puede estar implicada en la regulación 
redox de la maduración de los microRNAs [272]. Asimismo, las modificaciones 
mediadas por estrés oxidativo sobre enzimas de carácter epigénetico como DNMT o 
HDAC [273, 274], o incluso sobre los propios microRNAs maduros pueden tener 
influencia en sus niveles de expresión [275]. 
Finalmente, han sido descritos microRNAs que regulan el equilibrio redox celular, bien 
regulando el denominado reguloma de Nrf2 o bien a las enzimas encargadas de 
generar ROS en distintos tipos celulares y tejidos. Los microRNAS que regulan 
directamente Nrf2 son miR-153, miR-27a, miR-142-5p y miR-144 [262, 263, 276-278]. 
El inhibidor de Nrf2, Keap1 también es susceptible de regulación por microRNAs 
como miR-200 [279], y el represor transcripcional Bach1 [280]. La implicación de 
microRNAs en distintos tipos de patologías ha revelado nuevas dianas implicadas en 
la producción de ROS, como puede ser NOX4, que puede ser regulada por miR-25, 
miR-146a, y miR-23a [266], incluso unos cuantos microRNAs como miR-210 y miR-
128a han sido identificados en el interior de la mitocondria con el probable objeto de 




Figura 11: RedoximiRs implicados en diferentes patologías relacionadas con estrés oxidativo. 2.8	  microRNAs	  en	  el	  endotelio	  
Las familias de microRNAs más expresadas en endotelio, se han agrupado en el 
denominado grupo de los “endomiRNAs” [282]. Entre ellos encontramos miR-126 y 
los cluster de miR-17-92, miR-23-27-24 y miR-222-221. Entre estos, miR-126 es el 
más importante y posiblemente el único microRNA exclusivamente endotelial [283, 
284]. El cluster miR-17-92 es un microRNA policistrónico que codifica para seis 
microRNAs maduros, todos ellos expresados en células endoteliales e implicados en 
la integridad vascular y angiogénesis [282, 285, 286]. El siguiente cluster miR-23-27-
24, cuyos microRNAs se encuentran en órganos altamente vascularizados y han sido 
relacionados con angiogénesis. De ellos cabe destacar miR-24 que se induce en 
respuesta a estrés oxidativo [287-289]. Por último, se encuentra el cluster miR-222-
221, implicado en el remodelado vascular y en la migración de células “tip” y 
proliferación [290, 291] 2.9	  FibromiRs	  
Teniendo en cuenta las características y los cambios que se producen durante el 
proceso de fibrosis, es esperable que exista también una alteración en la expresión 
de microRNAs. Este grupo de microRNAs se ha denominado fibromiRs [292]. Estos 
microRNAs atraen la atención como alternativa para terapias antifibróticas. Al igual 
que los anteriormente mencionados redoximiRs, modulan y están modulados por 
diferentes vías relacionadas con la generación de la fibrosis, ya que se ha descrito 
que la activación de SMADs está implicada tanto en la transcripción como procesado 
del pri-miRNA por Drosha-DGCR8. Además estos microRNAs pueden actuar de 
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forma directa e indirecta sobre las vías de señalización, afectando en cualquiera de 
los dos casos a la respuesta biológica posterior. Una de las características más 
interesantes de la mayoría de los fibromiRs, es su participación en bucles de 
regulación, y en la mayoría de estos casos el microRNA inhibe a un regulador 
negativo generando la activación de una vía profibrótica [292]. Algunos de los 
microRNAs relacionados con fibrosis más destacados son miR-1 de carácter 
antifibrótico implicado en daño cardiaco [293] y miR-21, uno de los microRNAs pro-
fibróticos por excelencia que ha sido descrito tanto en pulmón, como en corazón, piel 
y riñón [294-296]. Finalmente, la familia de miR-29 es un ejemplo de microRNAs 
reguladores de matriz extracelular, ya que regula de forma directa distintas isoformas 
de colágeno y otros componentes de matriz [297] y por ello ha sido relacionado con 
diferentes tipos de fibrosis.  2.10	  miR-­‐433	   	  
miR-433 se encuentra codificado en el mayor cluster de microRNA descrito [298]. Los 
microRNAs de este cluster están implicados en un amplio espectro de patologías, 
especialmente en diferentes tipos de cáncer [298]. Este cluster se encuentra en la 
región DLK1-DIO3 localizado en el cromosoma 14 humano o en el cromosoma 12 de 
ratón, siendo además un cluster cuyos genes están sometidos a regulación por 
impronta genética. Esta región contiene 53 microRNAs en la hebra guía y uno más en 
la complementaria (Figura 12) [298-300]. Pueden ser regulados por distintos factores 
de transcripción en bloque o de forma individual a través de su región promotora 
[301-305].  
 
Figura 12: Esquema de los genes codificados en la región DLK1-Dio3. Adaptado de Higueras 
López, María Ángeles (2014) Fisiología y fisiopatología del DLK1 en el endotelio vascular. (Tesis 
Doctoral). 
Aunque el miR-433 no ha sido relacionado con el estrés oxidativo ni con patologías 
relacionadas, si lo está con traumatismo cerebral, lupus, cáncer de ovario, cáncer de 
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mama, tumores gástricos infecciones adenovirales, fibrosis renal y condroplasia 
ligada al cromosoma X [305-314]. Algunas de sus dianas validadas aparecen en la 
siguiente Tabla 3.  
Tabla 3: Dianas validadas para miR-433 
microRNA GEN REFERENCIA 
hsa-miR-433 FASN [315] 
hsa-miR-433 SFRP2 [301] 
hsa-miR-433 IGF1 [315] 
hsa-miR-433 WNT5A [301] 
hsa-miR-433 FGF20 [316] 
hsa-miR-433 IL6 [129] 
hsa-miR-433 NR0B2 [304] 
hsa-miR-433 NFKB1 [129] 
hsa-miR-433 GRB2 [311] 
hsa-miR-433 RELB [129] 
hsa-miR-433 RAB34 [125] 
hsa-miR-433 HDAC6 [317] 
hsa-miR-433 HLA-G [318] 
hsa-miR-433 NR3C1 [318] 
hsa-miR-433 HDAC6 [314] 
hsa-miR-433 POMC [319] 
hsa-miR-433 FGFR1 [320] 
hsa-miR-433 CCND1 [321] 
hsa-miR-433 FGF20 [320] 
hsa-miR-433 SNCA [322] 
hsa-miR-433 FGF20 [323] 
hsa-miR-433 MEF2A [301] 
mmu-miR-433 Nr3c1 [319] 
mmu-miR-433 Snca [322] 
mmu-miR-433 Esrrg [304] 
mmu-miR-433 Wnt3a [301] 
mmu-miR-433 Nr0b2 [304] 
mmu-miR-433 Nr0b2 [303] 
mmu-miR-433 Grb2 [311] 
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mmu-miR-433 Mbp [324] 
mmu-miR-433 Lin28 [325] 
mmu-miR-433 Ccl3 [315] 
mmu-miR-433 Fas [315] 
mmu-miR-433 Il6 [315] 
 
Dentro del cluster Gtl2, miR-433 y miR-127 están situados en el mismo locus génico y 
su estructura es solapante [302-304]. Además existe un mecanismo regulador común 
a ambos ya que en su región promotora se puede unir el receptor nuclear gamma 
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4.	  Materiales	  y	  métodos	  
4.1	  Células	  en	  cultivo	  
Las células se mantuvieron en un incubador estándar (37°C, 5% CO2). Todos los 
ensayos se realizaron después de mantener las células en medio basal, sin suero fetal 
bovino (FBS) al menos durante seis horas.  
4.1.1	  Cultivos	  primarios	  
Células endoteliales de aorta bovina (BAEC): Las aortas se obtuvieron a partir de 
terneras o vacas jóvenes de un matadero autorizado y se transportaron hasta el 
laboratorio en tampón fosfato (PBS) frío, suplementado con antibióticos (penicilina100 
µg/ml, estreptomicina100 U/ml, fungizona 50 µg/ml). Las aortas se limpiaron, 
eliminando tejido adiposo y conectivo, y los vasos intercostales se ligaron. Después 
de limpiar las aortas con PBS, el vaso se canuló con una solución de colagenasa al 
0,03% (Sigma) preparado en medio de Hanks (HBSS) y se incubó a 37º C durante 15 
minutos. Las aortas se lavaron con medio RPMI suplementado con 10% suero bovino 
fetal (FBS, Gibco) y la solución obtenida se centrifugó durante 5 minutos a 1200 rpm. 
El pellet obtenido se resuspendió en el mismo medio. Las células se cultivaron en 
placas cubiertas con una matriz de gelatina al 0,2% (Sigma) en PBS. Las células se 
utilizaron entre pases 3-7 y se mantuvieron en medio RPMI (Gibco), suplementado 
con 10% FBS y 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco).  
Células endoteliales de vena de cordón umbilical humano (HUVEC): Los cordones 
se obtuvieron de partos no complicados habidos en el Hospital Ruber Internacional. 
La vena umbilical se dilató cuidadosamente con una cánula y uno de los extremos del 
cordón se selló con una pinza hemostática. Se inyectó una solución de colagenasa de 
tipo I (Sigma) al 0,1% en HBSS a través del cordón utilizando una jeringa. Se selló el 
cordón en el otro extremo con otra pinza y la solución de colagenasa se distribuyó 
mediante inversión del cordón 2 o 3 veces. Después de incubarse durante 20 minutos 
a 37ºC, uno de los extremos del cordón, se abrió y se recogió el efluente de la vena 
en medio completo suplementado con suero. Se centrifugaron las células durante 5 
min a 1200 rpm, se resuspendieron en Medio Basal Endotelial-2 (EBM-2, Lonza) 
suplementado con distintos factores de crecimiento (EGM-2, Lonza). Las células se 
cultivaron en placas con 0,2% de gelatina en PBS. Las HUVEC se utilizaron en pases  
2-5. 
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Células endoteliales de pulmón de ratón (MLEC): Estas células se aislaron a partir 
de ratones de la cepa C57BL6 transgénicos (GCLc (f/f)) o suprimidos para GCLc 
específicamente en endotelio GCLc (e/+). Tras dislocación cervical se extrajeron los 
pulmones, se trocearon y se digirieron con colagenasa al 0,1% en HBSS, hasta que 
se obtuvo una solución homogénea de células. Esta población celular mixta se 
sometió primero a una selección negativa con el anticuerpo FCsRII/III (CD16/CD32) 
para eliminar los macrófagos y a otra selección positiva posterior con el anticuerpo 
ICAM-2 (CD-102). Como anticuerpo secundario se utilizó un anti-IgG unido a bolas 
magnéticas, para poder capturar las células mediante un imán. Estas células se 
sembraron sobre una matriz de gelatina al 0,1%, fibronectina (10 µg/ml) y colágeno 
tipo I (20µg/ml) preparada en PBS 1X y se cultivaron en DMEM:HAM-F-12 (1:1) 
suplementado con 20% FBS, glutamina (2 mM), heparina, ECGF y 1% 
penicilina/estreptomicina. 
4.1.2	  Líneas	  celulares	  
Las líneas de hepatoma HepG2 y Huh7 se cultivaron en medio Eagle modificado por 
Dulbecco (DMEM), suplementado con 10% FBS, penicilina-estreptomicina al 2%, y L-
glutamina y aminoácidos no esenciales. 
Las células procedentes de riñón de mono COS-7 se cultivaron en DMEM 
suplementado con 10% FBS y 2% penicilina-estreptomicina. 
Las células epiteliales de riñón humano (Hk2) se cultivaron en medio RPMI 
suplementado con10% FBS, penicilina-estreptomicina, L-glutamina, hidrocortisona y 
una mezcla de insulina-transferrina-selenio. 
Las líneas celulares de hepatoma Hepa-V y Hepa-CR17 se corresponden con células 
estables transfectadas con un vector vacío o vectores de expresión para GCLc y 
GCLm murinas respectivamente, en el laboratorio de origen [326]. Estas células se 
cultivaron en medio DMEM/F-12 con 10% Suero-Nu (Collaborative Biomedical 
Products).  4.2	  Transfección	  transitoria	  con	  siRNA	  o	  microRNAs	  
El ensayo de transfección con siRNA, miRNA o antagomiR se llevó a cabo para 
disminuir los niveles de mRNA de genes de interés, para lo cual se diseñaron dúplex 
de RNA interferentes apropiados para el silenciamiento.  
Los diferentes tipos celulares se sembraron en distintos tipos de placas, dependiendo 
del ensayo a realizar posteriormente, y se transfectaron 24 horas después cuando las 
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células habían alcanzado un 70% de confluencia. Para ello se utilizó opti-MEM, 
lipofectamina 2000 (Invitrogen) y el RNA interferente adecuado a cada ensayo, y se 
diluyeron en el medio de forma separada durante 5 minutos, para posteriormente 
añadir la mezcla de opti-MEM-Lipofectamina sobre la mezcla del medio con el ácido 
nucleico. Esta mezcla se incubó durante 20 min a temperatura ambiente. Después de 
5 horas de transfección, se reemplazó el medio por medio completo. Las células se 
incubaron un mínimo de 48 horas en medio completo suplementado con 10% FBS, 
dependiendo del ensayo. 
4.2.1	   Sobreexpresión	   con	   microRNAs	   sintéticos	   y	   transfección	  de	  inhibidores.	  
Para los experimentos de sobreexpresión, se realizaron transfecciones según el 
protocolo descrito en el apartado anterior, utilizándose distintos precursores de pre-
microRNAs (Life Technologies), a una concentración de 40 nM, en un intento de 
mimetizar el efecto del microRNA maduro en la célula. En todos los experimentos se 
usó igual concentración de un control negativo para el microRNA (miR-NC) cuya 
secuencia está dispuesta al azar y no tiene una diana conocida entre los mRNAs. 
La inhibición in vitro de microRNAs se realizó utilizando antagomiRs (Life 
Technologies). Estos inibidores contienen secuencias complementarias al microRNA 
maduro y al unirse a él bloquean el efecto de éstos sobre sus distintos mensajeros 
diana. Se utilizaron a una concentración de 40-80 nM, dependiendo del experimento. 
Paralelamente también se utilizó un antagomiR control (antimiR-NC).  
4.2.2	  Transfección	  RNA	  interferente	  (siRNA)	  	  
Se diseñaron distintos siRNAs para disminuir la expresión de ciertos genes de interés. 
Para ello se utilizó una herramienta bioinformática que estudia el plegamiento de los 
ácidos nucleicos y el efecto de RNA reguladores (Sfold). Este programa facilita 
distintas secuencias de dúplex de RNA frente a un RNA mensajero concreto, teniendo 
en cuenta la accesibilidad a los posibles sitios de unión, y la termodinámica de esta 
unión. Las construcciones de los siRNA seleccionados se obtuvieron de Life 
Technologies. El rango de concentración en los ensayos de transfección fue de 30-40 
nM. En todos los experimentos se utilizó un siRNA control que no silencia ningún gen 
en la célula (siRNA-C) y que también se obtuvo de la misma compañía. Las 
secuencias utilizadas se recogen en la Tabla 4. 
Tabla 4: Secuencias de siRNA utilizados 
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mRNA Secuencia 
GCLc  5′- UCAGUAAAUCCCGAUAUGAC -3 
Nrf2  5’-GUAAGAAGCCAGAUGUUAATT -3’ 4.3	  Medidas	  de	  especies	  reactivas	  de	  oxígeno	  
La producción de especies  reactivas se investigó mediante el uso de sondas 
fluorescentes susceptibles de oxidación. Para ello se utilizó la sonda dihidroetidina 
(DHE), relativamente específica para el anión superóxido y la sonda dihidro 
clorofluoresceina (DCF) para detección de ROS general. Las células se trataron en 
diferentes condiciones experimentales, tras lo cual se incubaron con DHE (5 µM) o 
DCF (5 µM) durante 30 min a 37ºC. La cuantificación de la producción de ROS se 
analizó por citometría de flujo usando los canales FL1 y FL3. 4.4	  Determinación	  de	  los	  niveles	  de	  GSH	  y	  GSSG	  
4.4.1	  Medidas	  de	  GSH	  mediante	  luminiscencia	  
Después de que las células endoteliales BAEC o HUVEC se sometieran a transfección 
o al tratamiento correspondiente, las formas reducida y oxidada de glutatión se 
midieron utilizando el ensayo GSH-Glo y 2GSH/GSSG (Promega) de acuerdo con el 
protocolo de la casa comercial. Este ensayo se basa en una detección luminiscente y 
cuantitativa, resultado de la conversión de un derivado de la luciferina en luciferina. 
Esta reacción depende de la presencia de glutatión y está catalizada por la glutatión-
S-transferasa. La producción de luciferina está acoplada a la reacción catalizada por 
la luciferasa de luciérnaga (Figura 13). Para la medida de GSSG se siguió el mismo 
protocolo pero previamente se bloqueó el GSH con N-etilmaleimida (NEM, Sigma) y 
después se redujo el GSSG a GSH, siendo el resto de los pasos comunes. La 
luminiscencia se determinó en unidades arbitrarias en un luminómetro de placa. 
 
 
Figura 13: Método GSH-Glo. Reacción de conversión de un derivado de luciferina en luciferina 
catalizada por la GST y acoplada a la producción de luz generada por la luciferasa de luciérnaga. 
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4.4.2	  Medidas	  de	  GSH	  total	  mediante	  fluorimetría	  con	  NDA	  	  
Para medir GSH total se utilizó también el ensayo con 2,3-Naftalencarboxialdehído 
(NDA). Para ello se lisaron las células en tampón  TES/SB (Tabla 5) y se sonicaron. A 
50 µl de ese lisado se le añadieron 50 µl de ácido sulfosalicílico (SSA) 200 mM y se 
incubaron 5 min en hielo, para precipitar la proteína. En una placa de 96 pocillos se 
añadieron 20 µl de muestra en triplicado y 10 µl del agente reductor Tris-(2-
carboxietil)-fosfina hidroclorada (TCEP) 50 mM para reducir el GSSG a GSH. Se 
incubó durante 15 minutos a temperatura ambiente. Para derivatizar la muestra 
primero se añadieron 50 µl de NaOH 0,5 M y después 200 µl de N-etilmorfolino 0,2 M. 
La muestra se agitó bien y se añadió un volumen de 10 µl de NDA (10 mM) y se 
incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Después la placa se 
midió en un lector multiplaca de fluorescencia a λEx472 nm y λEm528 nm. El GSH total 
se representó interpolando los valores en una recta patrón y normalizándolos frente a 
la cantidad de proteína total en cada una de las muestras.  
Tabla 5: Tampón TES/SB 
Concentración  Reactivo 
0,25 mM Sacarosa 
20 mM Tris base 
1 mM EDTA 
20 mM Borato sódico 
2 mM L-Serina 
4.4.3	  Medidas	  de	  actividad	  de	  GCLc	  en	  HPLC	  
Para evaluar la actividad de la enzima GCL en presencia de miR-433, se realizó un 
ensayo de actividad fluorimétrico con monobromobimano (MBB). Para ello se 
sembraron células HEPA en placas de 10 cm de diámetro y se transfectaron con miR-
NC o miR-433. Se sonicaron en 500 µl de tampón TES/SB frío 10 millones de células 
transfectadas. Las células lisadas se centrifugaron durante 10 min a 14000 rpm a 4ºC. 
Se prepararon tubos con 20 µl de muestra para medir la actividad basal. Estos tubos, 
que contienen 50 µl de H2O, 50 µl de SSA 200 mM y 80 µl del cóctel de reacción de 
GCLc (Ver Tabla 6) se mantuvieron en hielo. Otra serie de tubos con 20 µl de muestra 
y 80 µl del cóctel de reacción de GCLc se incubaron en agitación a 37ºC. La reacción 
se inició con un desfase de 30 segundos para cada muestra, añadiendo 50 µl de L-
Cys 5 mM. Pasados 45 min la reacción se paró manteniendo el desfase temporal 
entre muestras, añadiendo 50 µl de SSA 200 mM.  
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Tabla 6: Tampón de reacción de GCLc 
Concentración  Reactivo 
20 mM ATP 
100 mM Acido glutámico 
1 mM EDTA 
20 mM MgCl2 
200 mM Tris  
 
Para derivatizar las muestras se añadió una solución NEM/KOH de concentración 
0,2/0,02 M respectivamente, tamponando el pH en torno a 7,5-8,5. Después se 
añadieron 20 µl de MBB 25 mM y se incubó durante 30 min a temperatura ambiente 
en oscuridad. Pasado ese tiempo se paró la reacción añadiendo 200 µl de SSA 200 
mM.  
Para analizar las muestras se utilizó cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC). 
Para ello se utilizó una columna C18 de 4 µm de poro y de 4,6x150 mm de tamaño 
con precolumna (Phenomenex). La fase acuosa utilizada fue tetrabutilamonio fosfato 1 
mM y la fase orgánica metanol 100%, utilizando un flujo de 1ml/min. Las condiciones 
de gradiente se recogen en la siguiente Tabla 7. 
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Tabla 7: Gradiente para el programa de análisis  por HPLC 
Tiempo % fase acuosa % fase orgánica 
0 95 5 
1 80 20 
10 70 30 
12 40 60 
14 40 60 
16 95 5 
21 95 5 
 
Para calcular la cantidad de γ-GC total formado en la reacción, se calculó la cantidad 
de GSH obtenida en las muestras incubadas respecto de las muestras basales y se 
sumó a la cantidad de γ-GC obtenida en las muestras incubadas. La actividad GCLc 
se representó como nmol/min/ mg de proteína. 4.5	  Medidas	  del	  ratio	  redox	  2GSH/GSSG	  mediante	  infección	  con	  adenovirus	  roGFP2.	  
El estado redox de la célula fue medido usando un adenovirus que contiene el cDNA 
para Grx1-roGFP [327, 328]. Las células HUVEC se transfectaron con 40 nM de 
miRNA control o miR-433, como se describe en el apartado anterior, durante 24 
horas. Se infectaron durante 2 horas y se lavaron con PBS y se añadió medio 
completo fresco. El ratio 2GSH/GSSG se analizó después de 24 horas mediante 
citometría de flujo. Previamente las muestras se prepararon bloqueando el GSH con 
NEM 100 µM durante 5 min a 37 ºC, después se fijaron con PFA al 4% a 37ºC y 
durante 5 min, se lavaron con PBS, y se resuspendieron de nuevo en PBS. Las 
muestras se excitaron a dos longitudes de onda 485 nm (FL1) y 405 nm (FL8). La 
emisión se midió a 552 nm, para ambas longitudes de onda. El ratio se calculó 
dividiendo los valores de fluorescencia obtenidos para la forma reducida (485 nm) 
entre los valores de la forma oxidada (405 nm) según la Ecuación de Nernst (Figura 
14). 
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Figura 14: Ecuación del potencial de Nernst para el GSH a partir de los valores de fluorescencia de 
las formas reducida y oxidada de roGFP. 4.6	  Análisis	  de	  proteína	  mediante	  western	  blot	  
El análisis por western blot o inmunoblot es una técnica muy común, utilizada para 
determinar proteínas, basada en la capacidad de éstas para unirse a un anticuerpo 
específico generado frente a cada una de ellas [329]. 
4.6.1	  Preparacion	  de	  lisados	  celulares	  	  
Obtención de proteína total a partir de lisados celulares: después del protocolo 
experimental deseado, las células se lavaron una vez con PBS y se lisaron con 100 µL 
de tampón de lisis RIPA [50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 
0.25% deoxicolato sódico, 1 mM EDTA, 2 mM Na3VO4, 1 mM NaF e inhibidores de 
proteasas (Roche, siguiendo las indicaciones del fabricante)]. Los lisados se 
homogeneizaron pasando las células a través de una jeringuilla de insulina y 
posteriormente se centrifugaron a 4ºC durante 10 min a 12.800 rpm. El sobrenadante 
se recogió y la concentración de proteína se midió mediante el ensayo del ácido 
bicinconínico (BCA, Thermo), usando como patrón estándar albúmina de suero 
bovino (BSA).  
Obtención de proteína total a partir de lisado de tejidos: para lisar tejido, se cortó con 
bisturí una porción del tejido aún congelado, y se añadió a un tubo con 300 µl de 
tampón RIPA, homogeneizándose de forma mecánica con POLYTRON, manteniendo 
la muestra siempre en hielo. Las muestras se centrifugaron a 4ºC durante 10 min a 
12800 rpm. A partir de estas muestras concentradas, se realizaron diluciones 1:10 y 
se analizó el contenido en proteína de la manera anteriormente indicada. 
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4.6.2	  Electroforesis	  SDS-­‐PAGE	  
Las alícuotas de lisado celular (20-50 µg de proteína) se mezclaron con tampón 
Laemmli con 2-mercaptoetanol y se hirvieron durante 5 min a 100ºC. En el caso de 
ensayos en condiciones no reductoras el 2-mercaptoetanol no se añadió. Se cargó 
igual cantidad de proteína en un gel SDS-poliacrilamida de distinto porcentaje según 
la proteína a detectar y se separaron las proteínas usando el módulo de electroforesis 
Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad). El peso molecular de las mismas proteínas se determinó 
por comparación con el marcador preteñido que contiene patrones de peso molecular 
conocido (Precision Plus Protein Dual Color, Bio-Rad).  
4.6.3	  Electrotransferencia	  
Después de la separación por SDS-PAGE, las proteínas se transfirieron a una 
membrana de nitrocelulosa (Whatman) por electrotransferencia. La transferencia de 
proteína del gel a la membrana se logró, mediante la técnica de transferencia en semi-
seco con Trans-blot turbo (Bio-Rad).  
4.6.4	  Revelado	  específico	  de	  proteínas	  
Después de la electrotransferencia, se bloquearon los sitios de unión inespecíficos, 
incubando la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente con 3% de leche en 
polvo, disuelta en tampón Tris salino con Tween al 0,1% (TBS-T). Se incubaron 
entonces las membranas frente a distintos anticuerpos primarios durante 1 hora o 
toda la noche a 4ºC (Tabla 8). Se lavaron las membranas con TBS-T tres veces (5 
minutos cada vez) y después se incubaron con el anticuerpo secundario durante 1 
hora a temperatura ambiente. Después de otros tres lavados, las proteínas se 
visualizaron utilizando el equipo de infrarrojo Odyssey (LI-COR).  4.7	  Ensayo	  de	  S-­‐glutationilación	  de	  proteínas.	  
Las HUVEC se cultivaron hasta alcanzar el 70% de confluencia, momento en el que 
se transfectaron con miR-433 tal como se describió anteriormente. El ensayo de 
glutationilación se realizó  48 horas después de la transfección de las células con el 
microRNA, que se encontraban deprivadas de FBS desde la noche anterior. Las 
células se trataron con GSNO 50 µM durante 1 hora y posteriormente se incubaron 
con glutatión-etil-ester biotinilado 25 µM (BIOGEE, Thermo) durante 30 min. Las 
células se lisaron en tampón RIPA y posteriormente las proteínas glutationiladas se 
precipitaron usando estreptavidina-sefarosa (Ultralink-Immobilized Streptavidin Plus, 
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Pierce) y se analizaron mediante electroforesis en condiciones no reductoras, 
utilizando un anticuerpo anti-estreptavina (LI-COR).  
Tabla 8. Anticuerpos 
Antígeno Descripción Especie Proveedor 
Nº 





lab   
(1:25000) RT   1h 
GCLm Monoclonal  Ratón Santa Cruz sc166603 (1:1000) RT   1h 
Nrf2 Policlonal Conejo Santa Cruz sc13032 (1:1000) 4ºC ON 
GSK3β 
Monoclonal  Ratón 
Cell 
signaling 
















9271 (1:1000) 4ºC ON 
β-actin Monoclonal  Mouse Sigma  A1978 (1:15000) RT   1h 
eNOS 
Monoclonal  Mouse 
BD Transd 
Lab  






9571 (1:1000) 4ºC ON 
GSH Monoclonal  Ratón Virogen 101-A (1:1000) 4ºC ON 
NitroTyr Policlonal Conejo Millipore 06-284 (1:1000) 4ºC ON 
 
4.7.1	  Inmunoprecitipitación	  de	  eNOS-­‐S-­‐glutationilada	  
Para estudiar el nivel de S-glutationilación de eNOS ésta se inmunoprecipitó de forma 
específica. Para ello se transfectaron HUVEC al 70% de confluencia, según se 
describe en el apartado 4.5, con miR-433 o su respectivo control (miR-NC). Tras 48 
horas de transfección, las células se cultivaron durante un mínimo de 6 horas con 
medio basal, y posteriormente se trataron con GSNO 50 µM durante 1 hora. Las 
células se lisaron en tampón de lisis RIPA y 60 µg del lisado total se incubaron con 
0,25 µg en un volumen final de 50 µl durante 2 horas, en agitación a 4ºC. Tras esta 
incubación se añadió 50 µl de proteína A/G sefarosa equilibrada en tampón de lisis 
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1:1, y se incubó durante 2 horas en agitación a 4ºC. Tras este período los lisados se 
centrifugaron a 6.000 rpm durante 5 min, y se recuperó la fracción no unida. La 
proteína unida a la sefarosa se lavó con tampón de lisis 3 veces, para eliminar uniones 
no específicas, se eluyó en tampón de carga Laemmli 1X y se analizó mediante 
western blot frente a GSH y a eNOS. 4.8	  Apoptosis	  
Para determinar el grado de apoptosis se utilizó el ensayo de activación de caspasa-3 
mediante inmunofluorescencia. Para ello se sembraron HUVEC sobre cubres en 
placas de 24 pocillos. Se transfectaron durante 48 horas con miR-433  según lo 
indicado en el apartado 3.5. Después del protocolo experimental las células se 
lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehído al 2% en PBS y se 
permeabilizaron con Triton-X-100 al 0,025%. Las células se bloquearon con FBS al 
3%. El anticuerpo primario para caspasa-3 activa se preparó en una dilución 1:200 en 
FBS al 3% y se incubó en cámara húmeda durante la noche a 4ºC. Las células se 
volvieron a lavar con PBS y se incubaron con un anticuerpo secundario conjugado 
con Alexa fluor 488 (Molecular probes) durante 1 hora a temperatura ambiente. Los 
núcleos celulares se marcaron con DAPI (1 µg/ml) durante 5 min, después de lavar el 
anticuerpo secundario con PBS. Las células se montaron en portaobjetos y se 
analizaron usando un microscopio Olympus DSU.  4.9	  PCR	  cuantitativa	  a	  tiempo	  real	  
4.9.1	  Aislamiento	  de	  RNA	  total	  y	  microRNA	  
Se extrajo RNA total y microRNAs de células en cultivo y tejido, utilizando el kit 
miRNeasy MiniKit (Qiagen), basado en extracción con Quizol/cloroformo y purificando 
mediante columnas. El contenido y pureza del RNA se analizó en el nanodrop 
(Thermo). 
4.9.2	  Transcripción	  reversa	  
Para realizar la transcripción reversa de RNA mensajero a DNA complementario se 
usó el kit iScript cDNA synthesis (Bio-Rad). La reacción se llevó a cabo con 1 µg de 
RNA total, en un volumen final de 20 µl siguiendo el protocolo proporcionado por el 
fabricante (Tabla 9). 
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Tabla 9: Protocolo para transcripción reversa 
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4.9.3	  PCR	  a	  tiempo	  real	  
Para analizar la expresión génica a partir de este cDNA se realizó una PCR 
cuantitativa a tiempo real, usando oligonucleótidos específicos diseñados a partir de 
las secuencias disponibles en bases de datos, con el software Primer3 ( 
Tabla 10) y sintetizados por Sigma. La PCR realizada se basó en tecnología Sybr Green (Bio-Rad) 
y se realizó en un termociclador CFX96 (Bio-Rad) según el protocolo recogido en la  
Tabla 11. 
Tabla 10: Oligos para PCR 
Primer Secuencia 
Hsa Nrf2 F AGTGGATCTGCCAACTACTC 
Hsa Nrf2 R CATCTACAAACGGGAATGTCTG 
Hsa, Bta, Mmus GClc F CCTCCAGTTCCTGCACATCT 
Hsa, Bta, Mmu GCLc R GGGTAGGATGGTTTGGGTTT 
Hsa GCLm F  AATCTTGCCTCCTGCTGTGT 
Hsa GCLm R TTCACAATGACCGAATACCG 
Hsa GAPDH F GAGTCAACGGATTTGGTCGT 
Hsa GAPDH R TTGATTTTGGAGGGATCTCG 
Mmus Nrf2 F CTACTCCCAGGTTGCCCACA 
Mmus Nrf2 R CGACTCATGGTCATCTACAAATGG 
Mmus GClm F TGTGTGATGCCACCAGATTT 
Mmus GCLm R GATGATTCCCCTGCTCTTCA 
Mmus Fibronectin 1 F ACCGACAGTGGTGTGGTCTA 
Mmus Fibronectin 1 R CACCATAAGTCTGGGTCACG 
Mmus TGFb1 F AGCGGACTACTATGCTAAAGAGGTCAACCC 
Mmus TGFb1 R CCAAGGTAACGCCAGGAATTGTTGCTATA 
Hsa, Bta, Mmu GAPDH F GCCTGGTCACCAGGGCTGC 
Hsa, Bta, Mmu GAPDH R CTCGCTCCTGGAAGATGGTGATGG 
 
Tabla 11: Protocolo PCR 
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Paso Tiempo Temperatura (ºC) 
1 3 min 95 
2 10 s 95 
3 30 s 60 
4 Volver a paso 2 (x39) 
4.9.4	  PCR	  de	  microRNAs	  
El RNA de las muestras se llevó a una dilución de 5 ng/µl cuando se utilizó el kit de 
síntesis Universal cDNA Synthesis II (Exiqon) basado en una retrotranscripción que 
utiliza un adaptador poly-T (Figura 15) o a 2 ng/µl cuando se utilizó el protocolo de 
TaqMan microRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) basado en una 
transcripción reversa que utiliza un oligonucleótido específico para cada microRNA en 
forma de horquilla (Figura 15). En ambos casos se siguieron las instrucciones del 
fabricante y los tiempos y temperaturas utilizados recogidos en las Tablas 12 y 13.  
Una vez obtenido el cDNA, para la mayoría de los experimentos in vitro, primero se 
realizó una dilución 1:80 y después se prosiguió con la PCR a tiempo real. Se usaron 
oligonucleótidos específicos para cada microRNA maduro modificados con ácidos 
nucleicos bloqueados (tecnología LNA™, Exiqon), combinados con SYBR Green (Bio-
Rad).  
 
Tabla 12: Protocolo termociclador para transcripción reversa Taqman.  
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Tabla 13: Protocolo termociclador para transcripción reversa Exiqon 
Tiempo (minutos) Temperatura (ºC) 
60 42 
5 95 
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Figura 15: PCR de microRNAS. A) PCR de EXIQON con adaptador poli-T. (B) PCR Taqman con 
retrotranscripción con oligonucleótido específico para cada microRNA. 
Para los experimentos in vivo, no se necesitó diluir el cDNA y se utilizaron sondas 
TaqMan específicas para cada microRNA (Applied Biosystems), en estas PCRs se 
utilizó TaqMan Universal PCR master mix 2X, no UNG (Applied Biosystems).  
 
4.9.5	  Análisis	  de	  resultados	  por	  el	  método	  ∆∆Ct	  
El análisis de los resultados de expresión relativa de los distintos genes estudiados se 
realizó utilizando los valores del ciclo umbral (Ct) obtenidos y analizándolos según el 
método ∆∆Ct [330], según la ecuación de abajo. Como control interno se utilizó el gen 
que codifica para GAPDH en el caso de mRNAs y el RNA nuclear U6 para los 
microRNAs. 
 
Figura 16:Método de cálculo de expresión génica ΔΔCt. 
  
Materiales	  y	  métodos	  
111	  
4.10	  Ensayos	  de	  actividad	  luciferasa	  con	  3’-­‐UTR	  
4.10.1	  Plásmido	  psiCHECK2	  (Promega)	  
Este vector fue empleado en ensayos de actividad luciferasa en células de mamífero 
para generar una construcción híbrida con el RNA mensajero de la luciferasa de 
Renilla y el 3’-UTR de interés. También incluye una secuencia codificante para la 
proteína luciferasa de luciérnaga, que se usa para normalizar los niveles de 
transfección en los ensayos. 
 
Figura 17: Mapa del plásmido psiCHECK2. 4.10.2	   Clonaje	   de	   las	   construcciones	   de	   3’-­‐UTR	   en	   el	   vector	  psiCHECK2	  
Para analizar la interacción de microRNAs con sus posibles dianas se clonaron los 
distintos fragmentos 3’-UTRs en el plásmido psiCHECK2. Los fragmentos de DNA 
correspondientes a las regiones 3’-UTRs de GCLc y GCLm se amplificaron por PCR a 
partir de DNA genómico obtenido de células humanas o bovinas con oligonucleótidos 
específicos para estas regiones (Tabla 14) que en sus extremos tienen sitios de 
restricción para las enzimas de restricción Not I y Xho I, con el fin de clonarlos de 
manera direccional en el vector tras la región codificante para el gen de la luciferasa 
de Renila. Todas las construcciones se secuenciaron para comprobar que contenían 
la secuencia adecuada. Los oligonucleótidos utilizados para estas construcciones se 
recogen en la Tabla 14. 
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Tabla 14: Oligonucleótidos utilizados en la amplificación de los fragmentos 3’-UTRs 
Primer Secuencia 
Hsa GCLc F AACTCGAGACATTCTACAGAAAGAAAAATGCATTATTGACGAA 
Hsa GCLc R 









R2 AGGCGGCCGCAAGG CTC CAC TGT ATT TT  
Bta GCLc  F TCGAGCACCCTGCAGGACGAGAAG 
Bta GCLc R GGCCGCAATCCACCACCATCCGATTA 
4.10.3	   Construcción	   de	   mutantes	   puntuales	   de	   los	   sitios	   de	  unión	  de	  microRNAs.	  
Las mutaciones puntuales en las regiones de unión del microRNA a los diferentes 3’-
UTRs se generaron utilizando el kit Multisite-QuikChange directed mutagenesis 
(Stratagene) de acuerdo al protocolo del fabricante, basado en una PCR con la 
enzima Pfu y unos oligonucleótidos que contienen los cambios de bases 
correspondientes a las mutaciones (Ver tabla 12). Cuando la PCR finalizó el producto 
se digirió con enzima de restricción DpnI para eliminar la construcción original 
modificada por metilación. Este producto se transformó en bacterias E.Coli DH5α. 
Tras crecer las bacterias en LB-agar y seleccionar colonias las construcciones 
mutantes se comprobaron mediante secuenciación. Los oligonucleótidos utilizados 
para mutar estas construcciones se recogen en la Tabla 15. 
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4.10.4	  Ensayo	  de	  actividad	  luciferasa	  
Las células COS-7 se sembraron en una placa de 12 pocillos. Cuando alcanzaron el 
70% de confluencia se transfectaron con 150 ng del pSICHECK2-3’UTR 
correspondiente y con el microRNA o antagomiR deseado (40nM), siempre llevando 
en paralelo un control experimental con miR-NC o bien con antagomiR-NC, siguiendo 
el protocolo de transfección anteriormente descrito. Tras 24 horas de transfección las 
células se lisaron con 125 µl de tampón de lisis pasivo. La actividad luciferasa se 
midió utilizando el sistema Dual-Glo luciferase assay system (Promega). En este caso 
se normalizó la actividad luciferase de frente a su correspondiente actividad luciferasa 
de luciérnaga y se expresó como porcentaje del control. Los ensayos se llevaron a 
cabo en triplicados intra-experimentales. 
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Figura 18: Funcionamiento del ensayo luciferasa con el plásmido pSICHECK2 en presencia de un 
microRNA. 
 4.11	  Modelos	  animales	  
Todos los procedimientos con los animales se realizaron de acuerdo a la normativa 
Internacional vigente (Real Decreto 53/2013, BOE núm. 34 LEY 32/2007) y se 
aprobaron por el comité ético de la institución en la que se realizaron. Para los 
modelos murinos se utilizaron ratones de la cepa C57BL6 (obtenidos de Charles 
River). Después de la recepción de los animales, éstos se mantuvieron en jaulas 
ventiladas para minimizar el riesgo de infección por patógenos. 
4.11.1	  Ligadura	  del	  conducto	  biliar	  
Un grupo de 24 ratones de 3 meses de edad se anestesió con una inyección 
intraperitoneal de Ketamina (80mg/kg) y Xilacina (10mg/kg). El conducto biliar se 
expuso mediante una incisión en la línea media abdominal y se practicó una doble 
ligadura a 1 cm de su desembocadura en el duodeno, utilizando hilo de seda (7/0) no 
reabsorbible, seguida de transección. Se realizó también una operación simulada 
(sham) en una serie de 6 ratones que fueron sometidos a cirugía sin ligación [54]. Los 
animales se sacrificaron 1, 7, 14 y 21 días después de la cirugía. El hígado se congeló 
en nitrógeno líquido para estudiar tanto los niveles de RNA como de proteína. 
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4.11.2	  Obstrucción	  unilateral	  del	  uréter	  	  
El modelo se realizó según el protocolo previamente descrito [331]. Posteriormente se 
procedió a la ligadura del uréter izquierdo con un hilo de sutura (4/0) no absorbible, en 
dos puntos suficientemente separados con el fin de prevenir la infección del tracto 
urinario. Por último se realizó un corte entre ambas ligaduras (riñón obstruido). Como 
control adicional se utilizó el riñón que no ha sufrido cirugía (riñón contralateral). Los 
ratones se sacrificaron a los 5, 10 y 15 días después de la cirugía. 
4.11.3	  Reactividad	  vascular	  
Para estudiar la reactividad vascular se utilizaron arterias mesentéricas de ratón 
utilizando un miógrafo de vasos pequeños para medir la tensión isométrica [332] 
[333]. Los animales se sacrificaron mediante exposición a dióxido de carbono hasta 
que quedaron inconscientes e inmediatamente se sacrificaron por dislocación 
cervical. A continuación, se extrajo el mesenterio. Este tejido se lavó en solución 
fisiológica Krebs-Henseleit (KHS) a 4 ºC, para mantenerlo en condiciones fisiológicas 
y limpiar los restos de sangre. Se diseccionó la arteria mesentérica principal y se 
limpió la grasa y el tejido conectivo adherido. Se obtuvieron segmentos arteriales, de 
aproximadamente 300 µm de diámetro, que fueron montados en el miógrafo en 
continuo burbujeo con una mezcla de carbógeno (95% 02 y 5% de CO2) para 
asegurar un pH entre 7,3 y 7,4. Para cada segmento se determinó su diámetro interno 
y la tensión basal óptima, considerada como el 90% de la obtenida cuando se 
sometía a una presión transmural de 100 mm Hg. Se ensayó su viabilidad 
exponiéndolos a KCl 125 mmol/l. Las arterias se preincubaron o no durante 20-30 min 
con HB4 (10-5M) o con NAC (10-5M). Los vasos se incubaron con NA (1 µmol/L) y 
cuando la contración fue estable se realizaron los ensayos de vasorelajación. Las 
arterias se sometieron a concentraciones crecientes de acetilcolina (ACh) en la 
relajación dependiente de endotelio en concentraciones crecientes desde 1 nmol/L a 
3 µmol/L. También se expusieron a nitroprusiato sódico (SNP) en un rango de 
concentraciones de 1 nmol/L a 3 µmol/L, con el fin de determinar el grado de 
vasodilatación independiente de endotelio. 4.12	  Análisis	  estadístico	  
Todos los gráficos de barras que aparecen en este trabajo están representados como 
la media ± SEM. El análisis estadístico se realizó utilizando el programa GraphPad 
Prism Software versión 5. Las diferencias estadísticas entre diferentes grupos, con 
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una única condición experimental se compararon utilizando el test no paramétrico 
Kruskal-Wallis con un post-test de Dunn. El método de Anova de dos vías con 
corrección de Bonferroni se utilizó cuando se estudiaron las diferencias entre grupos 
expuestos a más de una condición experimental. Las diferencias entre dos únicos 








5.1	   Identificación	   y	   confirmación	   de	   miR-­‐433	   como	   miRNA	  candidato	  para	  la	  regulación	  de	  GCLc	  y	  GCLm	  
5.1.1	  Análisis	  bioinformático	  
El análisis in silico de los 3’-UTR de los genes humanos de GCLc y GCLm con 
distintas bases de datos como targetscan.org o miRwalk.org proporcionó una lista de 
microRNAs candidatos que mostraban sitios potenciales de unión complementarios a 
estas secuencias (Figura 19). Entre todos estos candidatos seleccionamos miR-144 y 
miR-433 como los candidatos más interesantes. El microRNA miR-144 ha sido 
previamente descrito como microRNA regulador de Nrf2, y por tanto como un 
microRNA sensible al estado redox en anemia falciforme y como regulador en 
enfermedades neurodegenerativas [263, 276]. Por el contrario miR-433 no ha sido 
descrito previamente en patologías relacionadas con estrés oxidativo, y contiene dos 
sitios de unión en cada uno de los 3’-UTR de cada subunidad de GCL. Por ello se 
centró el estudio de manera mayoritaria en la caracterización de la posible regulación 
de GCL por miR-433. 
 
Figura 19: Predicción in silico de los microRNAs reguladores para ambas subunidades de GCL 
mediante el análisis de la secuencia de los 3’-UTR humanos. Utilizando tres bases de datos 
diferentes, Targetscan, miRwalk y PICTAR,  se identificaron los microRNAs comunes a ambas 3’-
UTRs. Entre estos los microRNAs con mejor “score”, fueron miR-433 y miR-144 que se 
seleccionaron finalmente como candidatos.  
El 3’-UTR humano de GCLc tiene 1.414 pares de bases. Los dos sitios de unión 
descritos para miR-433 se encuentran situados en los extremos de esta región (Figura 
20A). El primero de estos sitios es un 8-mer, que sólo se encuentra conservado en 
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humanos. El segundo sitio de unión es un sitio 7-mer conservado entre varias 
especies de mamíferos. El 3’-UTR humano para GCLm es casi dos veces más largo 
que el de la subunidad catalítica y contiene también dos sitios de unión para miR-433 
(Figura 20B). 
Para verificar el comportamiento funcional de la posible unión de este microRNA, los 
fragmentos 3’-UTRs de ambas subunidades fueron clonados en un vector reportador 
de luciferasa. Para GCLc se utilizaron una construcción silvestre y dos construcciones 
mutantes, PM1 (C240G y A241U) y PM2 (incluyendo PM1 + C1204G y  A1205U). La 
mutación puntual 1 (PM1) es un cambio de dos bases en la primera de las dos 
regiones seed (posición 237-244) mientras que la mutación en el sitio 2 (PM2) 
contiene ambas secuencias en las mismas bases (posiciones 237-244 y 1002-1009). 
La sobreexpresión de miR-433 fue capaz de disminuir la actividad luciferasa 
aproximadamente en un 50%. Esta inhibición de la actividad fue parcialmente 
revertida con la construcción GCLc PM1 y completamente abolida utilizando GCLc 






Figura 20: Esquema de los  fragmentos de 3’-UTRs de los mRNA GCLc y GCL A) El 3’-UTR de 
GCLc 3’-UTR tiene 1.414 bases de largo y contiene dos secuencias seed para miR-433 (indicado 
arriba). El primer sitio (poco conservado) se encuentra sólo en humanos y el segundo es un 8-mer 
conservado en varias especies de mamíferos B) el 3’-UTR de la subunidad moduladora tiene 3,7 
kb y también contiene dos sitios de unión, uno en el inicio y otro al final de la secuencia. El primero 
está poco conservado entre especies y el segundo sólo está presente en humanos. Hsa (Homo 





Figura 21: miR-433 se une a la región 3’-UTR de GCLc. El ensayo de actividad luciferasa con el 
3’-UTR de GCLc se llevó a cabo en células COS-7. Estas células se transfectaron con las 
respectivas construcciones de psiCHECK2–3’-UTR (125 ng) o sus versiones mutantes y miR-433 
(40 nM) durante 24 horas. El diagrama de barras representa la actividad luciferasa relativa del 3’-
UTR de GCLc referido a las células transfectadas con el control negativo (miR-NC). La mutación 
puntual 1 (PM1) es un cambio de dos bases en la región seed (posición 237-244) para miR-433. 
El mutante PM2 contiene ambas secuencias seed mutadas en las mismas bases (posiciones 237-
244 y 1002-1004). Los datos corresponden a la media ± SEM de al menos 3 experimentos 
independientes. *p˂0,05; **p<0,01 respecto al control. 
Para el análisis de GCLm se probaron tres tipos de construcciones distintas 
denominadas GCLmS1 (180-186), GCLmS2 (2417-2422) y GCLm S2 PM (C2419G y 
A2420U). En este caso miR-433 fue capaz de inhibir la actividad en un 35%, 
solamente en la construcción GCLm S2. La mutación de este sitio funcional en la 
secuencia seed para miR-433 GCLm S2 PM), sólo redujo la actividad luciferasa en un 
20% (Figura 22). 
 
Figura 22: miR-433 se une a la región 3’-UTR de GCLm. El ensayo de actividad luciferasa con el 
3’-UTR de GCLm se llevó a cabo en células COS-7. Estas células se transfectaron con las 
respectivas construcciones de psiCHECK2–3’-UTR (125 ng) o sus versiones mutantes y miR-433 
(40 nM) durante 24 horas. El gráfico de barras representa la actividad luciferasa relativa del 3’-UTR 
de GCLm referida al control negativo (miR-NC). El sitio 1 para GCLm (S1) es una secuencia de 1 
kb  que contiene el primer sitio de unión para miR-433 (posición 180-186). El sitio 2 (S2) es una 
construcción de 1 kb que contiene el segundo sitio de unión para miR-433  (posición 2417-2422). 
La construcción mutante 2 (S2 PM) contiene un cambio de dos bases respecto al sitio 2. Los 




Se observaron resultados similares también en la región 3’-UTR del mRNA bovino de 
la subunidad catalítica de GCLc, que sólo conserva el segundo sitio de unión (Figura 
23A). La sobreexpresión de miR-433 en células transfectadas con el vector reportador 
de luciferasa del 3’-UTR de GCLc también disminuye su actividad significativamente 
en un 40% (Figura 23B). Además se utilizó el inhibidor de miR-433, no observándose 
ningún cambio con ninguna de las concentraciones estudiadas. 
 
Figura 23: Efecto de miR-433 sobre el 3’-UTR bovino de GCLc. Se transfectaron células Cos-7 
con la construcción del plásmido reportador de luciferasa que contenía el 3’-UTR de GCL bovino 
(125 ng) y miR-NC o miR-433 (40nM, 24 h). El gráfico de barras representa la media±SEM de la 
actividad luciferasa referida al control. (B) Las Cos-7 se transfectaron con 125 ng de la 
construcción Bta-3’-UTR-GCLc y el inhibidor de miR-433 (antimiR-433) y su control (antimiR-NC) 
durante 24 h, a las concentraciones indicadas en la figura. El gráfico representa los valores de la 




5.1.2	   miR-­‐433	   disminuye	   los	   niveles	   de	   la	   expresion	   de	  proteína	  de	  GCLc	  y	  GCLm	  	  
Para evaluar el efecto de miR-433 sobre GCL en un modelo endotelial in vitro, 
transfectamos células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) con el 
microRNA sintético maduro miR-433 o miR-144 o un control negativo (miR-NC). La 
sobreexpresión de miR-433 indujo una disminución significativa sobre los niveles de 
proteína de ambas subunidades de GCL, mientras que ese efecto no fue detectable 
en las células transfectadas con miR-144 (Figura 24A). En concordancia con estos 
resultados, la expresión de los mRNA para GCLc y GCLm también disminuyó cuando 
miR-433 se sobreexpresó (Figura 24B).  
 
 
Figura 24: miR-433 disminuye la expresión de ambas subunidades de GCL. A) Las células HUVEC 
se transfectaron con 40 nM de miRNA control, de miR-433 o de miR-144 y se lisaron 48 horas 
después de la transfección. Los niveles de proteína de GCLc y GCLm (30 µg) se analizaron 
mediante inmunoblot. En la figura se muestra un blot representativo y los valores de la 
media±SEM del análisis densitométrico de al menos 3 experimentos independientes después de la 
corrección por β-actina. B) El gráfico de barras representa la media±SEM de los niveles de mRNA 
de GCLc y GCLm determinados por qPCR después de 48h de transfección con un control 
negativo (miR-nC, 40 nM), miR-144 (40 nM) o miR-433 (40 nM), n≥3. **p˂0,01; ***p˂0,001 
respecto a su correspondiente control. 
 
Para evaluar si la inhibición de miR-433 endógeno tenía efecto sobre la expresión de 
la enzima GCL, se transfectaron también células HUVEC con los correspondientes 
antimiR, utilizando un control negativo (antimiR-NC) o el correspondiente inhibidor de 
miR-433 (antimiR-433). La inhibición de miR-433 en este modelo celular en 
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condiciones basales no fue suficiente para aumentar los niveles de expresión de las 
proteínas GCLc o GCLm (Figura 25).  
 
Figura 25: La inhibición de miR-433 no altera los niveles de expresión de GCL. Se transfectaron 
células endoteliales humanas con 80 nM de antagomiR control (antimiR-NC) o el correspondiente 
inhibidor de miR-433 (antimiR-433) durante 48 horas. Los niveles de proteína de GClc y GCLm (30 
µg) se analizaron mediante inmunoblot. La figura muestra un blot representativo. 
Para estudiar si el efecto de la sobreexpresión de miR-433 sobre GCL era detectable 
en presencia de estímulos oxidantes, tratamos células HUVEC con H2O2 durante 
diferentes períodos de tiempo, en presencia o ausencia de miR-433. Tal y como era 
esperable, la exposición a miR-433 se asoció con una inhibición del aumento de 
expresión de GCLc y GCLm generado por el tratamiento con H2O2 (Figura 26). 
 
Figura 26: La inhibición de GCL mediada por miR-433 se mantiene después de la exposición a 
H2O2. Las HUVEC transfectadas con miR-NC o miR-433 (40nM, 48 h) se mantuvieron en medio 
sin FBS al menos durante 6 horas y después se trataron con 200 μM H2O2. El gráfico representa el 
análisis densitométrico del efecto de H2O2 a distintos tiempos (media±SEM, n≥3), *p˂0,05; 
respecto a su control y ǂ p˂0,05 respecto a su tiempo correspondiente.  
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Además también se estudiaron los niveles de expresión de GCLc en otro modelo de 
células endoteliales, en este caso de origen bovino (bovine aortic endothelial cells, 
BAEC). En BAEC se transfectaron distintos microRNAs candidatos para el 3’-UTR de 
GCLc y entre ellos miR-433. Como se observa en la Figura 27 miR-433 fue capaz de 
inhibir tanto la expresión de proteína como de mRNA de GCLc también en esta 
especie. 
 
Figura 27: Efecto de la sobreexpresión de distintos microRNAs en BAEC. Las células BAEC se 
transfectaron con los microRNAs indicados (40 nM, 48h). A) El western blot es representativo de la 
expresión de GCLc en estas condiciones. B) El gráfico representa los valores media±SEM del 
análisis de la sobreexpresión de miR-433 mediante qPCR de GCLc. 
 
EL factor de transcripción Nrf2 juega un papel fundamental en la respuesta 
antioxidante [334]. Se han descrito distintos microRNAs que interfieren con la vía de 
Nrf2-Keap1-Bach-ARE [95, 268, 334]. Entre ellos cabe destacar miR-144 que además 
disminuye la expresión de GCL por un mecanismo dependiente de Nrf2 tanto en 
neuronas [263] como en eritrocitos [276]. En este contexto nos preguntamos si el 
efecto inhibitorio de miR-433 que observamos sobre GCL en las células endoteliales 
estaba mediado también por Nrf2. Para confirmar o descartar esta posible regulación 
de GCL dependiente de Nrf2, determinamos los niveles de proteína y de mRNA de 
este factor de transcripción después de sobreexpresar miR-433 en HUVEC y 
comparar su potencial efecto con el de miR-144. Como se muestra en la Figura 28, 
miR-433 no ejerce ningún efecto ni sobre los niveles de proteína ni sobre los de 
mRNA. En el caso de miR-144 observamos una tendencia hacia la disminución de la 
expresión de Nrf2, pero no estadísticamente significativa. Estos datos sugieren por 
tanto que la inhibición de la expresión  inducida por miR-433 sobre GCL es 




Figura 28: miR-433 no regula los niveles de la proteína Nrf2. El western blot de la parte superior 
representa los niveles de proteína de Nrf2 (30 µg) en HUVEC transfectadas con un control 
negativo (miR-NC), miR-144 o miR-433 (todos 40 nM, 48h). Los gráficos de barras de la parte 
inferior de la figura representan la media ± SEM de n≥3 experimentos tanto para proteína 
(izquierda) como para mRNA (derecha). 5.1.3	   miR-­‐433	   inhibe	   la	   síntesis	   de	   GSH	   	   y	   reduce	   el	   tono	  nucleófilo	  celular	  	  
Para analizar la repercusión funcional de miR-433 sobre el estado redox celular a 
través del silenciamiento de GCL, se determinaron los niveles de GSH, como 
producto final de la ruta en células endoteliales, así como el par redox 2GSH/GSSG 
como determinante principal del tono nucleófilo celular [335] [59]. En la Figura 29 se 
observa como las células tratadas con miR-433 muestran una reducción del 50% en 
los niveles de GSH, sin efecto significativo sobre la forma oxidada.  
 
Figura 29: miR-433 inhibe la síntesis de GSH disminuyendo los niveles de su forma reducida. Tras 
transfectar HUVEC con miR-433 (40nM, 48h) o miRNA control (miR-NC) se determinaron los 
niveles de GSH (izquierda) y GSSG (derecha) 48 horas después según se indica en el apartado de 
materiales y métodos. Ambos gráficos representan la media ± SEM de al menos 3 experimentos. 
*p˂0,05 respecto a su control respectivo.  
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En consistencia con estos datos, el cociente 2GSH/GSSG, determinado con la sonda 
fluorescente roGFP, disminuyó de forma significativa (Figura 30). Además el potencial 
redox calculado mediante la ecuación de Nernst [328] se vió claramente afectado 
(Figura 30). El desequilibrio en el ratio 2GSH/GSSG se asocia con un potencial 
aumento en la S-glutationilación [5, 336]. Para verificar esta hipótesis, se marcaron 
HUVEC con glutatión-etil-ester (BIOGEE) en presencia o ausencia de S-
nitrosoglutatión (GSNO), un inductor de S-glutationilación [337]. El tratamiento con 
miR-433 per se dió lugar a un notable aumento en el patrón global de proteínas S-
glutationiladas (Figura 30). Este efecto se vio discretamente potenciado también 
después de la exposición a GSNO. En conjunto todos estos resultados apoyan la idea 
de que la sobreexpresión de miR-433 tiene profundas consecuencias sobre la síntesis 
de GSH, alterando el balance redox hacia la formación de GSSG y disulfuros mixtos.  
 
Figura 30: miR-433 modula el balance redox en el endotelio vascular hacia un estado más pro-
oxidativo. EL ratio 2GSH/GSSG y el potencial redox (EroGFP) fueron determinados en HUVEC que 
previamente habían sido transfectadas con miR-433 (40 nM, 48h) o con su control negativo miR-
NC como se indica en métodos. Todos los gráficos representan la media± SEM de n≥3. La S-
glutationilación global (panel derecho) se estudió marcando las células con BIOGEE. Las células 
fueron previamente transfectadas con miR-433 o miR-NC y tratadas con GSNO (50 µM, 1h) antes 
del marcaje. Se realizaron “pull-downs” de estas muestras y posteriormente se analizaron con 
anti-estreptavidina. El blot es representativo de n=3, **p˂0,01 respecto a su control respectivo. 
 
Teniendo en cuenta estos resultados y que una de las proteínas susceptibles de S-
glutationilación en el endotelio es eNOS, quisimos estudiar si en estas condiciones 
experimentales se veía modificada. Para ello se utilizaron de nuevo HUVEC 
transfectadas con miR-433 y se inmunoprecipitó eNOS. En la Figura 31 se puede 
observar, que de acuerdo con lo mostrado en la Figura 30, la sola presencia de miR-
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433 induce la S-glutationilación de eNOS, observándose un incremento cuando las 
células se trataron con GSNO. Estos resultados indican que en presencia de miR-433, 
eNOS podría estar menos activa.  
 
 
Figura 31: miR-433 favorece la S-glutationilación de eNOS. La modificación por S-glutationilación 
sobre eNOS se estudió mediante inmunoprecipitación de eNOS en HUVEC transfectadas durante 
48 h con miR-NC o miR-433 (ambos 40 nM). Las células se trataron con GSNO 50 µM durante 1 
h. Los lisados celulares se sometieron a inmunoprecipitación frente a eNOS como se detalla en 
métodos y se analizó la glutationilación de ésta mediante western blot contra GSH y contra la 
propia eNOS. El gráfico de barras representa la media±SEM del análisis densitométrico de 
n≥3.*p<0,05. 
 
Nos preguntamos si miR-433 además de reducir la síntesis de GSH y desequilibrar el 
cociente 2GSH/GSSG, generaba también un aumento en la producción de ROS y un 
desequilibrio en el balance redox global. Para ello estudiamos en células HUVEC los 
niveles de ROS medidos con una sonda inespecífica para ROS como es la 2,7-
diclofluoresceína (DCF). Ésta es altamente fluorescente cuando se oxida, en presencia 
por ejemplo de peróxido de hidrógeno. Como muestra la Figura 32A, miR-433 
aumenta el estrés oxidativo celular, de manera comparable al tratamiento con 
peróxido. El tratamiento con peróxido de hidrógeno sobre las células HUVEC 
transfectadas con miR-433 tuvo efectos ligeramente superiores a los de miR-433 en 
condiciones basales. En estudios complementarios y como medida indirecta del 
estado redox celular, estudiamos la modificación de los resíduos de tirosina de las 
proteínas por especies reactivas del nitrógeno (RNS). En células endoteliales 
humanas, en presencia de la sobreexpresión de miR-433 y en condiciones basales no 
se observó cambio alguno. Sin embargo cuando tras la transfección se trataron las 
células con SIN-1, un generador de peroxinitrito, se observó un mayor marcaje en las 
células tratadas con miR-433 (Figura 34B). Por tanto un aumento de miR-433 en la 
célula desencadena un aumento de ROS, que favorece la nitro-tirosinación frente a un 





Figura 32: miR-433 rompe el equilibrio redox celular. A) Las HUVEC se transfectaron con miR-NC 
o miR-433 (ambos 40 nM,48h). Después se trataron con H2O2 500 µM duramente 5 min, se 
añadió la sonda DCF 2,5 µM y se incubaron durante 30 min. Posteriormente las células se 
despegaron por tripsinización y se analizaron por citometría de flujo. El gráfico de barras 
representa las medias± SEM de los niveles de fluorescencia en unidades arbitrarias (u.a.f) de al 
menos 3 experimentos. B) Las HUVEC se transfectaron con miR-NC o miR-433 40 nM durante 48 
horas y después se trataron con SIN-1 500 µM durante 1 hora. Los lisados de proteína (30 µg) se 
analizaron mediante western blot frente a nitrotirosina. El gráfico de barras representa el análisis 
densitométrico de la media±SEM de 3 experimentos independientes, *p<0,05 respecto al control 
negativo sin tratar. ǂp<0,05 respecto a miR-433 sin tratar. 
 
El GSH es esencial para la supervivencia celular y su depleción ha sido asociada a 
muerte celular por apoptosis y activación de caspasa-3, que a su vez puede cortar la 
subunidad catalítica de GCL, reduciendo más la síntesis de GSH. Para estudiar si 
miR-433, al agotar GSH y aumentar los niveles de ROS, también estaba 
desencadenando un aumento en la muerte celular, se analizó la activación de 
caspasa-3 mediante inmunohistoquímica. En células transfectadas con miR-433 el 
número de células marcadas con caspasa-3 activa era significativamente superior a 
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las que estaban transfectadas con el microRNA control. Los tratamientos con 
peróxido de hidrógeno también fueron capaces de inducir apoptosis, sin embargo en 
las células transfectadas con miR-433 y peróxido de hidrógeno sólo se observó una 
tendencia al aumento en la apoptosis (Figura 33). 
 
Figura 33: miR-433 aumenta la activación de caspasa-3. Las HUVEC fueron transfectadas durante 
48 horas con miR-NC o miR-433 (40 nM) sobre cubres. Se trataron con peróxido de hidrógeno 
500 µM durante 5 min, y tras fijación se realizó una inmunohistoquímica frente a caspasa-3 activa. 
El gráfico de barras representa la media±SEM del número de células. 
 
También se evaluó si los efectos funcionales asociados con miR-433 y relacionados 
con la depleción de GSH podrían causar disfunción endotelial. Para ello se 
transfectaron HUVEC con miR-433 y se observó una disminución significativa en la 
forma activa (fosforilada) de eNOS (S1177) en respuesta a tratamientos cortos con 
peróxido de hidrógeno (Figura 34), lo que sugiere que miR-433 tiene un efecto 
deletéreo en la función vascular causado por la depleción de GSH [69, 338]. 
 
 
Figura 34: Efecto de miR-433 sobre la activación de eNOS. Las HUVEC se transfectaron con miR-
433 y su respectivo control miR-NC (40 nM, 48h) y se mantuvieron sin FBS al menos 6h antes de 
ser tratadas con H202 (200 µM) durante los tiempos indicados y fueron analizadas mediante 
western blot de p-eNOS (S1177) y eNOS total. El gráfico de barras (panel derecho) corresponde a 
la cuantificación del cociente p-eNOS/eNOS de una n=4. *p˂0,05 respecto a su control sin tratar y 





5.2	   Regulación	   inversa	   de	   GCL	   y	   miR-­‐433	   mediada	   por	  estímulos	  pro-­‐oxidantes	  
5.2.1	  Efecto	  de	  la	  depleción	  de	  GSH	  en	  células	  endoteliales	  
Para evaluar el efecto que ejerce el estrés oxidativo sobre la expresión de GCL y la 
regulación de la expresión de miR-433, se procedió a reducir los niveles de GSH en 
HUVEC, usando el inhibidor químico de la biosíntesis del glutatión, L-butionin-
sulfoxamina (L-BSO). El tratamiento con L-BSO redujo de forma significativa los 
niveles de GSH en un 80% (Figura 35). 
 
Figura 35: Efecto de L-BSO en células endoteliales. El gráfico representa los niveles de GSH en 
HUVEC al 70% de confluencia tratadas con L-BSO 500 µM durante 16 h (media ± SEM, n≥3). 
Además el tratamiento con L-BSO fue capaz de promover un aumento los niveles de 
proteína de GCLc y GCLm (Figura 36A). Los niveles de mRNA de ambas subunidades 
experimentaron un cambio similar al de proteína (Figura 36B). Este resultado podría 
explicarse por un efecto “feedback” regulador entre la expresión de GCL y el 




Figura 36: La depleción de GSH aumenta los niveles de GCL mientras que reprime los de miR-
433. Las HUVEC fueron tratadas con 500 μM L-BSO durante los tiempos indicados o durante 8 h 
cuando no se indica. A) Se muestra un western blot representativo de una n≥3 de las proteínas 
GCLc y GCLm. El histograma (derecha) representa el correspondiente análisis densitométrico 
(media ± SEM). B) El gráfico representa los niveles de mRNA de ambas subunidades de GCL de al 
menos tres experimentos independientes (media ± SEM). C) EL histograma representa la media ± 
SEM de los niveles de miR-433 cuantificados por qPCR después de la exposición de las HUVEC a 
L-BSO, *p˂0,05 respecto a su control. 5.2.2	   Efecto	   de	   peróxido	   de	   hidrógeno	   sobre	   la	   expresión	   de	  miR-­‐433	  en	  HUVEC	  
El usó de tratamientos pro-oxidantes en endotelio, como peróxido de hidrógeno, fue 
capaz de modular la expresión de ambas subunidades de GCL, debido a la activación 
de la vía Nrf2. Como se muestra en la Figura 37, el tratamiento con H2O2 en HUVEC 
durante 8 horas, indujo la expresión de mRNA de la subunidad moduladora, mientras 
que redujo la de miR-433 (Figura 37A). De acuerdo con estas observaciones, el 
peróxido de hidrógeno mostraba una tendencia a disminuir la expresión de miR-433 
de manera dependiente del tiempo de exposición al tratamiento (Figura 37B). Esto  






Figura 37: Regulación inversa de GCL y miR-433 mediada por estrés oxidativo. Las HUVEC fueron 
tratadas con 200 μM H2O2 durante 8 horas. A) El histograma representa los niveles de mRNA de 
GCLc y GCLm de al menos tres experimentos independientes (media ± SEM). B) EL gráfico de 
barras representa la media ± SEM de los niveles de miR-433 cuantificados por qPCR después de 
la exposición de las HUVEC a H2O2.  5.2.3	   El	   estrés	   oxidativo	   asociado	   al	   daño	   hepático	   modula	   la	  expresión	  de	  GCL	  y	  miR-­‐433.	  
El daño hepático también ha sido relacionado con la depleción de glutatión [54, 339]. 
Para explorar la función de miR-433 en este contexto, se expusieron células HepG2 a 
estrés oxidativo, promovido por peróxido de hidrógeno en tiempos crecientes. La 
expresión de mRNA de GCLc y GCLm aumentó significativamente con un máximo a 
las 8 horas de tratamiento con peróxido de hidrógeno y una disminución progresiva a 
partir de este punto (Figura 38A). Al igual que ocurría en el modelo hepático el 
peróxido de hidrógeno disminuyó la expresión de miR-433 de una forma  dependiente 
del tiempo y  de exposición al tratamiento (Figura 38B).  
 
 
Figura 38: La exposición de células hepáticas  a H2O2 aumenta los niveles de GCL y disminuye los 
de miR-433. Las células HepG2 fueron tratadas con 200 μM H2O2 durante los tiempos indicados. 
Los gráficos de barras representan los niveles de mRNA de A) GCLc y GCLm y de B) miR-433 de 
la exposición de HepG2 a 200 µM H2O2 analizados por PCR cuantitativa (media ± SEM n=3). 




El modelo de daño colestático cursa in vivo con una reducción de los niveles 
hepáticos de GSH a tiempos largos. El tratamiento con ácido litocólico en células 
Huh7 recapitula los efectos del daño colestático in vitro, con un efecto dual en el que 
a tiempos cortos se observa un aumento de defensas antioxidantes y una posterior 
disminución a más largo plazo [29]. Como se muestra en la Figura 39, los tratamientos 
con este compuesto parecen tener una tendencia a aumentar la expresión de proteína 
y mRNA de GCLc (Figura 39A y C), junto con un posible aumento de la expresión del 
mRNA de GCLm y Nrf2. Este tendencia se acompaña de un incremento en los niveles 





Figura 39: La exposición de células hepáticas a LCA genera un aumento de estrés oxidativo que 
modula los niveles de GCL y miR-433. Se trataron células Huh7 con 100 μM LCA  durante los 
tiempos indicados. A) Western blot representativo en el que se muestran los niveles de GCLc. B) 
El gráfico de barras representa el valor de ROS medido con DCF (media ± SEM, n=3) C) Los 
gráficos de barras representa los niveles de mRNA de GCLc, GCLm, Nrf2 y de miR-433 tras la 
exposición de Huh7 a 100 µM de LCA analizados por PCR cuantitativa (media ± SEM n=3).  
Resultados	  
138	  
5.2.4	  Nrf2	  como	  elemento	  esencial	  en	   la	  expresión	  de	  GCL	  y	  en	  la	  propia	  expresión	  de	  miR-­‐433.	  
Aunque la regulación de GCL por miR-433 es independiente de Nrf2, es importante 
resaltar que Nrf2 es un elemento clave en el control de la expresión de GCL [84] y por 
tanto, como cabía, esperar su silenciamiento se asoció con una clara disminución de 
los niveles basales de GCL, que fue más evidente en el caso de GCLm (Figura 40A), 
reduciendo también los niveles del producto final, GSH (Figura 40B). Además Nrf2 
parece tener una función reguladora sobre la expresión de miR-433, ya que en 
ausencia de este factor de transcripción la expresión de miR-433 se redujo (Figura 
40B). Estos resultados son consistentes con los observados con L-BSO que también 
fue capaz de abolir la expresión de miR-433 (Figura 36).  
 
Figura 40: Nrf2 es necesario para la expresión de GCL y de miR-433. A) Efecto del silenciamiento 
de Nrf2 sobre la expresión de GCL (proteína y RNA) en HUVEC. Western blot representativo de 
Nrf2, GCLc y GCLm después del tratamiento con siRNA control (SC) o siRNA para Nrf2 (40nM, 
48h). B) EL gráfico de barras representa los niveles de mRNA de GCL (arriba derecho) y los de 
miR-433 (panel inferior) tras el silenciamiento de Nrf2, media ± SEM de al menos 3 experimentos, 




5.3	   Regulación	   de	   miR-­‐433	   frente	   a	   distintos	   estímulos	   en	  diferentes	  modelos	  endoteliales	  
5.3.1	   Efecto	   de	   miR-­‐433	   sobre	   la	   transducción	   de	   señales	  intracelulares	  
Una vez caracterizado el efecto de miR-433 sobre GCL y los efectos que ejerce sobre 
la supervivencia celular se analizó el posible impacto sobre otras vías de señalización 
implicadas en el estado redox. Para ello se utilizó el mismo modelo endotelial 
humano, sometiendo estas células a distintos tratamientos en presencia o ausencia 
de miR-433. 
Teniendo en cuenta la importancia del factor de crecimiento vascular VEGF en el 
endotelio, y también en la activación de eNOS dependiente de Akt, se quiso analizar 
el efecto de miR-433 sobre vías activadas por el factor de crecimiento vascular 
(VEGF). Este factor de crecimiento activa vías de angiogénesis y vasculogénesis. Se 
une a sus distintos receptores induciendo la activación de vías de proliferación y 
supervivencia como la vía de PI3K-Akt [340, 341]. En HUVEC transfectadas con miR-
433 se analizó mediante western blot la activación de las distintas proteínas de la vía 
(Figura 41). Se observó que la fosforilación activadora de Akt tenía una tendencia a 
disminuir, sin embargo los niveles totales de la enzima permanecieron intactos. Se 
descartó que este efecto se debiese a una menor expresión de p85, la subunidad 
catalítica de PI3K (Figura 41D). Sin embargo el efecto de la inhibición sobre dianas 
como GSK3 y FOXO también parecía ser menor, siendo los niveles de fosforilación 
menores que en los de miR-NC, sin cambio significativo en los niveles totales de 





Figura 41: Efecto de miR-433 en la activación de la vía de Akt. Las HUVEC fueron transfectadas 
con miR-433 y su respectivo control miR-NC (40 nM, 48h) y se mantuvieron sin FBS al menos 6h 
antes de ser tratadas con VEGF (5ng/µl) durante los tiempos indicados y analizadas mediante 
western blot para A) p-eNOS (S1177) y eNOS total y p-Akt y Akt. B) frente a p-GSK3 y GSK3 total. 
C) contra p-FOXO3a y D) frente a la subunidad de PI3K, p85. 
Para analizar si la inhibición del microRNA endógeno revertía el efecto o aumentaba 
aún más la fosforilación dependiente de VEGF se utilizó un inhibidor o antagomiR 
específico para miR-433. Como se muestra en la Figura 42, el antimiR-433 no tuvo 
ningún efecto sobre la fosforilación de Akt, ni de GSK3 al igual que se había 
observado que no ejercía ningún efecto ni sobre los niveles de proteína de GCL, ni 
sobre la síntesis de GSH (Figura 25).  
 
Figura 42: Influencia de la inhibición de la expresión de miR-433 sobre la vía PI3K-Akt. Las células 
HUVEC se transfectaron con 80 nM de antagomiR control (antimiR-NC) o el correspondiente 
inhibidor de miR-433 (antimiR-433) durante 48 horas. Se analizó la expresión de las distintas 
proteínas (30 µg) mediante western blot frente a p-Akt, Akt total, p-GSK3 y GSK3 total. La figura 
muestra una westernblot  representativo. 
 
Para analizar cómo la depleción de GSH en la célula podría afectar a estas dos vías 
redox dependientes, pero separando los efectos del microRNA, se realizaron 
experimentos similares a los anteriores, tratando células HUVEC con el inhibidor para 
la subunidad catalítica de GCL, L-BSO a 50 nM durante toda la noche y luego 
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tratando las células con VEGF o bien silenciando GCLc con un siRNA específico, 
mediante su transfección en las células durante 48 horas. En ambos casos no se 
observó ningún efecto sobre la fosforilación de AKT (Figura 43A y B) o sobre la 
fosforilación de GSK3 (Figura 43B), sin embargo en ambos casos al igual que se había 
observado con miR-433 frente a tratamientos con peróxido de hidrógeno (Figura 34) 
la fosforilación de eNOS parecía ser inferior que en el control, lo que indica que la 
menor fosforilación de eNOS y por tanto, su menor activación podrían depender no 
tanto de miR-433, como de los niveles de GSH y el estado redox en la célula. 
 
 
Figura 43: Silenciamiento e inhibición de GCL sobre activación dependiente de VEGF. A) Las 
células fueron transfectadas con 30 nM de siRNA control (scramble) o un siRNA específico para 
GCLc (siRNA GCL) durante 48 horas. Se mantuvieron en medio sin suero un mínimo de 6h y 
después se trataron con 5 ng/µl de VEGF en los tiempos indicados. Los niveles de expresión 
proteica se analizaron mediante western blot frente a GCLc, p-ENOS, p-AKT y actina. B) Las 
HUVEC al 70% de confluencia se incubaron en medio sin suero durante 6 horas, y se trataron 
durante 16 h con L-BSO 50 nM, después se trataron con  VEGF (5 ng/µl) durante el tiempo 
indicado. La proteína (30 µg) se analizó mediante western blot frente a p-Akt, Akt total, GCLc, p-
GSK3, GSK3 total, eNOS y p-eNOS 
 
5.3.2	   Efecto	   de	   17-­‐β-­‐estradiol	   sobre	   la	   expresión	   de	   GCL	   en	  células	  endoteliales	  
Se ha descrito que el promotor de miR-433 contiene sitios de unión para el receptor 
nuclear de estrógenos ERRγ	   (Ver	   apartado	   2.10 miR-433). Para estudiar si los 
tratamientos con estas hormonas podrían generar cambios de expresión en GCL, 
debidos al incremento de la expresión de miR-433 se utilizaron células endoteliales de 
aorta bovina (BAEC) y se trataron durante 24 horas con distintas concentraciones de 
17-β-estradiol (E2) o GSK4716, un agonista de estrógenos que tiene una mayor 
afinidad por el receptor. La expresión de GCLc en presencia de estradiol se vio 
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disminuida a partir de 200 nM de E2 (Figura 44), mientras que la aparente reducción 
generada por GSK4716 no fue significativa (Figura 44). 
 
 
Figura 44: Efecto de los estrógenos sobre la expresión de GCL. Las BAEC se cultivaron hasta 
alcanzar un 70% de confluencia. Tras seis horas en medio sin suero, se trataron con las 
concentraciones indicadas de E2 o GSK4716 durante 24 horas. A)La expresión de proteína se 
analizó mediante western blot frente a GCLc. El histograma representa el análisis densitométrico 
(media ±SEM) de más de 3 experimentos. B) Células BAEC al 70% de confluencia y en medio 
basal se trataron con diferentes concentraciones de GSK4716 (indicadas) durante 24 h. Western 
blot representativo frente a GCLc. La gráfica representa la determinación densitométrica de los 
niveles de proteína de GCLc (media ± SEM, n≥3), *p<0,05. 
 
Teniendo en cuenta la reducción de la proteína GCLc observada con E2, también se 
evaluó la expresión de mRNA de ambas subunidades de GCL y del factor de 
transcripción Nrf2, en presencia de esta hormona. La expresión del mRNA de GCLc al 
igual que pasaba con la de proteína disminuye significativamente a partir de una 
concentración 200 nM de E2 (Figura 45A). Sin embargo tanto GCLm como Nrf2 no 





Figura 45 Efecto de 17-β-estradiol sobre la expresión génica de GCLc. Las BAEC fueron 
cultivadas hasta el 70% de confluencia, y tras 6 horas sin suerose trataron durante 24 horas con 
las concentraciones indicadas de E2. A) El gráfico representa media ± SEM del análisis mediante 
PCR cuantitativa de GCLc. B) El gráfico de barras representa la  expresión de GCLm por PCR 
cuantitativa (media ± SEM, n≥3) C) El gráfico representa los valores de la media ± SEM de Nrf2 
medido por PCR cuantitativa de al menos 3 experimentos independientes *p<0,05 
 
Sin embargo el efecto de la disminución de GCLc producido por los tratamientos con 
E2, sí se vio reflejado en la posible inhibición de la síntesis de GSH, observándose 
una tendecia a la disminución de los niveles de GSH reducido, que fue dependiente 
de la concentración de hormona (Figura 46). 
 
Figura 46: El tratamiento con 17-β-estradiol reduce los niveles de GSH. Las BAEC se cultivaron 
hasta el 60 % de confluencia y tras 6 horas sin suero se trataron con las concentraciones 
indicadas de E2. El gráfico representa los niveles de GSH reducido calculados como media ± SEM 
de al menos 3 experimentos. 
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Se obtuvieron efectos similares a los observados en células bovinas en el modelo 
endotelial humano. En HUVEC tratadas con estradiol se observó una disminución, 
aunque no significativa de los niveles de mRNA de GCLc, GCLm y Nrf2 (Figura 47). 
Sin embargo, contrario a lo esperado, también se observó una reducción de los 
niveles de miR-433. 
 
 
Figura 47: Efecto de estradiol sobre la expresión de GCLs, Nrf2 y miR-433 en células endoteliales 
humanas. Las HUVEC se cultivaron hasta 70% de confluencia, y tras 6 horas sin suero se trataron 
con 300 nM de E2. A) El gráfico de barras representa los valores de mRNA  (media ± SEM) de 
GCLc, GCLm y Nrf2 determinados por PCR cuantitativa. B) Expresión de miR-433 determinada 
por PCR (media ± SEM, n≥3). *p<0,05. 
 
5.3.3	   Ensayo	   de	   actividad	   luciferasa	   con	   el	   3’-­‐UTR	   bovino	   de	  GCLc	  y	  agonistas	  de	  receptores	  de	  estrógenos	  
Para evaluar de una forma indirecta si en el modelo celular bovino existía regulación 
de la expresión de miR-433 por estrógenos se utilizó un plásmido reportero de 
luciferasa con la secuencia correspondiente al 3’-UTR de GCLc bovino. Las células 
transfectadas con esta construcción fueron posteriormente tratadas con diferentes 
dosis de E2 o GSK4716. Los tratamientos con ambos compuestos redujeron 
significativamente la actividad luciferasa en aproximadamente un 20% (Figura 48A). 
Para estudiar si el efecto observado se debía a miR-433, se utilizó el inhibidor de miR-
433, que fue capaz de revertir la disminución de actividad luciferasa producida por E2 




Figura 48: Efecto de estrógenos sobre la región 3’-UTR de GCLc. A) Las BAEC se transfectaron 
con la construcción de Bta-psiCHECK2–3’-UTR-GCLc (125 ng) durante 12 horas, después se 
trataron durante 12 horas más con las concentraciones indicadas de E2 (zq) o GSK4716 
(derecha). Los gráficos de barras representan la actividad luciferase relativa del 3’-UTR-GCLc 
respecto al control sin tratar (media ± SEM, n≥3). B) Las BAEC se transfectaron con la 
construcción de Bta-psiCHECK2–3’-UTR-GCLc (125 ng), el inhibidor control (antimiR-NC) y 
antimiR-433 (ambos 80 nM) durante 12 horas, después se trataron durante 12 horas más con las 
concentraciones indicadas de E2 (zq) o GSK4716 (derecha). Las curvas representan la actividad 
luciferase relativa del 3’-UTR-GCLc respecto al inhibidor control sin tratar (media ± SEM, n≥3). 
Bta=Bos taurus. *p˂0,05; ***p<0,001 respecto al control. #p<0,05; ##p <0,01; ###p< 0,001 
respecto a la concentración correspondiente del inhibidor control. 
 
De acuerdo con estos resultados y los obtenidos en células humanas, sugieren que la 
regulación en el modelo in vitro de miR-433 sobre GCL producida por estradiol, es 






5.4	   miR-­‐433	   regula	   la	   respuesta	   redox	   asociada	   a	   daño	  fibrótico	  	  
Como se ha descrito ampliamente en la introducción el desarrollo fibrótico se 
encuentra relacionado con un aumento del estrés oxidativo, existiendo también una 
relación directa con la disminución de GCL y de los niveles de GSH, tanto en un 
modelo de fibrosis hepática, como en un modelo de fibrosis renal (Ver apartado 2.5.2 
Fibrosis). Igualmente en un modelo murino de fibrosis renal se ha descrito un aumento 
de los niveles de miR-433 en respuesta a TGF-β [305]. Por lo cual quisimos analizar la 
posible interacción de miR-433 y GCL en un contexto fibrótico. 
5.4.1	  Fibrosis	  hepática	  
Para investigar el papel de miR-433 en este contexto fisiopatológico estudiamos su 
función en dos modelos diferentes de daño tisular. El primero de estos modelos es la 
inducción de un daño hepático mediante ligadura del conducto biliar, un 
procedimiento que genera colestasis, disfunción hepática y fibrosis asociada a 
depleción de GSH [29, 339]. La disminución de los niveles de GCLc y GCLm es visible 
a partir de las 24 horas post-cirugía y se acompaña también de reducción en los 
niveles de mRNA de ambas subunidades  a partir de los 7 días post-cirugía (Figura 
49Ay B). Los niveles de miR-433 aumentaron también significativamente a los 14 y 21 
días después de la ligadura del conducto biliar (Figura 49C) lo que sugiere relación 
entre la disminución de GCL y la expresión del miRNA.  
Para evaluar la respuesta celular que puede sustentar los efectos antes descritos, 
utilizamos la línea de hepatoma humano Huh7 y la expusimos a TGF-β1, la citoquina 
profibrótica por excelencia. EL tratamiento de las células Huh7 con TGF-β1 indujo una 
reducción en los niveles de proteína de ambas subunidades de GCL, acompañada de 
una disminución significativa de los niveles de GSH reducido (Figura 50A y B). De 
acuerdo con esta disminución a las 48 horas de exposición de las células de 
hepatoma Huh-7 a TGF-β1, miR-433 aumentó significativamente respecto a las 




Figura 49: La ligadura del conducto biliar reduce la expresión de GCL y aumenta la expresión de 
miR-433. A) El western blot muestra los niveles de proteína de GCLc y GCLm de hígado total tras 
1, 7, 14 y 21 días post-operación. El gráfico representa el análisis densitométrico de al menos 3 
ratones (media ± SEM, *p˂0,05 respecto a su ratón operado control. B) Expresión de mRNA de 
GCLc y GCLm en hígado analizado por qPCR. C) Expresión de miR-433 en los hígados operados 
analizados por qPCR. Los gráficos de barras representan los niveles de RNA, media ± SEM n≥3 
*p˂0,05; **p˂0,01 respecto al tiempo de 1 día. 
 
 
Figura 50: Efecto de la citoquina profibrótica TGFβ1 sobre la expresión de GCL. Las células Huh-7 
se cultivaron hasta un 70% de confluencia, se deprivaron de FBS y se trataron con TGF-β1 (5 
ng/µL) durante los tiempos indicados. A) Western blot representativo de la disminución de GCLc y 
GCLm por efecto de TGF-β1 (5 ng/µl). El gráfico de barras representa los valores medios del 
análisis densitométrico, media±SEM (n=4). B) El histograma representa los valores de GSH 
reducido (media±SEM, n=4) en células Huh-7 tratadas con TGF-β1 (5 ng/µl) durante 24 y 48 
horas. C) Niveles de expresión de miR-433 en células Huh-7 tratadas con TGF-β1 durante los 
tiempos indicados. El gráfico de barras representa el análisis realizado mediante PCR cuantitativa, 
media ± SEM n≥3. *p˂0,05; **p˂0,01 respecto al tiempo de 1 día. 
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Para caracterizar la participación de miR-433 en la regulación de GCL en las células 
Huh-7 se realizaron experimentos en presencia del inhibidor del microRNA, antimiR-
433. Cuando las células fueron tratadas con antimiR-433 la inhibición producida 
sobre ambas subunidades de GCL se ve abolida (Figura 51A). Además, el factor TGF-
β1 indujo la expresión del marcador profibrótico α-actina (αSMA), y de acuerdo con lo 
observado en GCL, esta inducción disminuyó cuando se transfectaban las células con 
el antagomiR-433, previniendo la expresión de αSMA dependiente de TGF-β1 (Figura 
51B). 
 
Figura 51: La inhibición de miR-433 previene la reducción de la expresión de GCL dependiente de 
TGFβ1 y la inducción del fenotipo fibrótico en células de origen hepático. A) Los niveles de 
proteína de GCLc y GCLm fueron analizados en células Huh7 transfectadas con antimiR (antimiR-
NC) o antimiR-433 (ambos 40 nM, 48h) y tratadas o no (0h) con 5 ng/ml TGF-β1 durante 8 y 24h. 
Los gráficos de barras representan el análisis densitométrico  de la cuantificación de proteínas 
para ambas subunidades (n≥3, media ± SEM). B) El western blot representa los niveles de 
expresión proteicos de la actina de músculo liso (α-SMA) en células Huh7 transfectadas con 40 
nM antagomiR (48h) y tratadas con 5ng/ml TGF-β1 durante 8 y 24 horas. El gráfico representa el 
análisis densitométrico de los niveles de proteína, media ± SEM n≥3; *p˂0,05 respecto al control 
no tratado (antimiR-NC); ǂp˂0,05 respecto al antimiR-433 no tratado † p<0,05; †† p<0,01; ††† 
p<0,001 respecto al antimiR control en el tiempo correspondiente.  5.4.2	  Fibrosis	  renal	  
El segundo modelo de fibrosis que se utilizó fue la obstrucción unilateral del uréter 
(UUO), que da lugar a una uropatía obstructiva de uno de los dos riñones, aboliendo 
su función debido al desarrollo de una fibrosis renal [342, 343]. Este proceso fibrótico 
está caracterizado por la activación de la vía de TGFβ1. Como muestra la Figura 52, 
encontramos que  la expresión de ambas subunidades de GCL disminuyó 
significativamente en los riñones obstruidos después de 5, 10 y 15 días de UUO 




Figura 52: Caracterización de GCL en el modelo de fibrosis renal causado por UUO. Western blot 
representativo de los niveles de proteína de GCLc y GCLm en el modelo de uropatía obstructiva 
unilateral a 5 A) 10 B) y 15 días post-cirugía C), comparados con su riñón contralateral no 
obstruido (CON). Los gráficos de barras representan el análisis densitométrico de al menos 4 
ratones de cada grupo (media ± SEM). *p˂0,05; **p˂0,01 respecto al riñón contralateral.  
 
De acuerdo a lo esperado en un modelo fibrótico, tanto los niveles de TGF-β1 y 
fibronectina se encontraron significativamente elevados respecto al control no 
obstruido a a los 5 días post-cirugía (Figura 53). 
 
Figura 53: Caracterización de la expression genica de GCL y marcadores fibróticos en el modelo 
de fibrosis renal UUO. A) Expresión génica de GCLc y GCLm a los 5 días después de la 
operación. B) Expresión de los marcadores fibróticos TGF-β, y fibronectina (FN) en UUO después 
de 5 días. Los gráficos de barras representan los niveles de expresión génica analizados mediante 
qPCR en los riñones contraleteral (CON) y obstruido (UU0, media ± SEM, n≥3; *p˂0,05; **p˂0,01; 
***p˂0,001 respecto al riñón contralateral.  
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Para evaluar el daño renal, se utilizaron dos biomarcadores, Kim-1, relacionado con la 
transición desde daño renal agudo a daño crónico [344, 345] y Ngal, un marcador 
temprano de enfermedad renal [346]. La expresión génica de Ngal y Kim-1 aumentó a 
los 5 y 10 días después de la cirugía comparada con la expresión del riñón control 
(Figura 54). 
 
Figura 54: Caracterización de marcadores de daño renal en el modelo de UUO. Expresión génica 
de Ngal y Kim-1 analizada mediante qPCR después de los tiempos indicados de UUO. Las 
gráficas muestran los resultados como media± SEM respecto a su riñón contralateral no 
obstruido, *p<0,05 respecto al control. 
 
De acuerdo con lo observado en modelos celulares los niveles de expresión de miR-
433 también aumentaron de forma signifcativa en el riñón obstruido 5 días después 
de la cirugía (Figura 55), apoyando la hipótesis por la cual miR-433 estaría involucrado 
en la inhibición de la expresión de proteína y mRNA de GCL promovida por UUO. 
 
Figura 55: La expresión renal de miR-433 fue determinada por  qPCR in el riñón contralateral 
(CON) o en el obstruido (UUO) después de 5 días post-cirugía. El gráfico de barras representa la 
cuantificación de los niveles de mRNA, media ± SEM, n≥3; *p˂0,05 respecto al riñón contralateral.  
 
En la línea celular de epitelio renal Hk2 observamos que el tratamiento con TGF-β1, al 
igual que en el modelo celular hepático, tenía una tendencia a inhibir la expresión 
proteica de GCLc y GCLm. Dicho efecto fue revertido por el tratamiento con el 




Figura 56: El antagonismo de miR-433 en un modelo celular renal previene la inhibición de la 
expresión de GCL. Los niveles de proteína de GCLc y GCLm fueron analizados en células Hk2 
transfectadas con antimiR control (antimiR-NC) o antimiR-433 (ambos 40 nM, 48h) y tratadas con 
5 ng/ml TGF-β1 durante los tiempos indicados. El gráfico de barras representa el análisis 
densitométrico  de la cuantificación de proteínas para ambas subunidades (n≥3, media ± SEM). 
 
En conjunto estos resultados sugieren que en ambos modelos de fibrosis, el 
comportamiento biológico de miR-433 es similar en cuanto a la inhibición de GCL 




5.5	   Caracterización	   de	   los	   niveles	   de	   expresión	   de	  miR-­‐433	   en	  modelos	  de	  sobreexpresión	  o	  inhibición	  estable	  de	  GCL	  
5.5.1	   La	   sobreexpresión	   de	   miR-­‐433	   en	   un	   modelo	   de	  hepatocitos	  murinos	  inhibe	  la	  síntesis	  de	  GSH	  
Para estudiar si la sobreexpresión de miR-433 produce una inhibición funcional de 
GCL en un modelo celular de ratón se utilizaron dos líneas de células hepáticas de 
ratón. La primera, HEPA V, contiene un vector vacío y la segunda HEPA CR17 es una 
línea celular que sobreexpresa de forma estable ambas subunidades de GCL, siendo 
los niveles de proteína de GCLc y GCLm cuatro y dos veces superior al nivel de 
expresión en las células con el vector vacío, respectivamente (Figura 57A). En ambos 
tipos celulares se transfectó miR-433, observándose una tendencia a disminuir los 
niveles de GCLc y GCLm, similar a la obtenida en células humanas o bovinas. Cuando 
se transfectaron las células CR17 también se observó una ligera disminución de GCLc 
(Figura 57B yC).  
 
Figura 57: Efecto de miR-433 sobre los niveles de GCL en células de ratón. A) Western blot 
representativo de la expresión de proteína de GCLc y GCLm en las células control HEPA V y las 
estables de sobreexpresión CR17. B) Las células HEPA V se transfectaron con el microRNA 
control (miR-NC) o con miR-433 (60 nM, 48h). C) Se transfectaron las células HEPA CR17 con 
miR-NC o miR-433 (60 nM,48h). La expresión proteica se analizó mediante western blot de GCLc, 
GCLm y GAPDH.  
 
Para estudiar la efectividad de este silenciamiento, se determinaron los niveles del 
producto final de la síntesis, el GSH. Al igual que lo observado en el modelo humano y 
bovino, la sobreexpresión de miR-433 disminuyó el GSH total disponible en la célula. 
Esta disminución se produjo en las células HEPA V, reduciéndose significativamente 
en un 40% los niveles de GSH (Figura 58A). Además, también se observó una 
disminución en las células CR17, a pesar de que tienen una mayor expresión de 
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GCLc y GCLm (Figura 58B). No fue posible determinar ningún cambio en la actividad 
de la enzima GCL en presencia de miR-433 utilizando esta metodología (Figura 58C). 
 
 
Figura 58: Niveles de GSH y actividad de GCL en presencia de miR-433. A) Las células HEPA V se 
transfectaron con miR-NC o miR-433 (60 nM, 48h). El gráfico representa los niveles de GSH total 
determinados con un método fluorimétrico dependiente de NDA (media±SEM, n≥3). B) Se 
sobreexpresó miR-NC y miR-433 en células HEPA CR17 (60 nM,48 h). La gráfica representa el 
GSH total determinado por el ensayo fluorimétrico con NDA (media±SEM, n≥3). C) El gráfico de 
barras muestra la actividad de GCL en células HEPA V transfectadas con miR-NC o miR-433 
(ambos 60 nM, 48h). La actividad fue estudiada por HPLC usando monobromobimano (MB) 
(media±SEM, n=3) *p< 0, 05; ***p<0,001 
 
Al igual que se analizaron los niveles de miR-433 en un sistema en el que se había 
deplecionado el GSH, se estudió la expresión de este microRNA  en un modelo de 
ganancia de función de GSH. Para ello se aisló RNA de células HEPA V y HEPA CR17 
y se analizó la expresión de miR-433 mediante PCR. Los niveles de expresión 
parecieron ser mayores en las células HEPA CR17, que sobreexpresan ambas 






Figura 59: Expresión de miR-433 en presencia de exceso de GSH. Las células HEPA V y CR17 se 
cultivaron hasta un 70% de confluencia, entonces se lisaron y se aisló el RNA. El gráfico de barras 
muestra la expresión de miR-433 analizada mendiante PCR a tiempo real (media ±SEM, n>3). 5.5.2	  Efecto	  de	   la	  deleción	  de	   la	  subunidad	  moduladora	  de	  GCL	  en	  ratón	  sobre	  la	  expresión	  de	  miR-­‐433	  
Para analizar el efecto que la depleción de GSH ejerce sobre la expresión de miR-433 
in vivo, se utilizó el modelo de ratón deficiente en GCLm [77, 347]. En muestras de 
hígado de estos ratones, se analizó la expresión de proteína de GCLc y GCLm. La 
expresión de GCLm en los animales KO fue nula, como cabía esperar. Sin embargo, 
como había sido descrito previamente los niveles de GCLc están aumentados para 
intentar compensar la pérdida de la subunidad moduladora (Figura 60). 
 
Figura 60: Expresión de GCLc y GCLm en muestras hepáticas de ratones control y deficitarios en 
GCLm. EL western blot representa los niveles de expresión de proteína de GCLc y GCLm en 
lisados de hígado. Los gráficos de barras representan el análisis densitométrico de al menos 3 
ratones (media ±SEM). 
 
El análisis de miR-433 por PCR cuantitativa que se muestra en la Figura 61, muestra 
cómo los niveles de miR-433 aumentan según disminuye la expresión de la subunidad 




Figura 61: Efecto de depleción de GCLm in vivo sobre los niveles de miR-433. El gráfico muestra 
el análisis mediante PCR cuantitativa de RNA procedente de tejido hepático  de ratones control 




5.6	   Generación	   y	   caracterización	   del	   modelo	   murino	   de	  deleción	  para	  GCLc	  específico	  de	  endotelio	  
Para estudiar el papel de GCLc de manera específica en el endotelio en un modelo in 
vivo, se generó un ratón modificado genéticamente con el alelo de GCLc suprimido 
de forma selectiva en el endotelio. Este se obtuvo cruzando el ratón Tie2-Cre, que 
expresa la recombinasa Cre bajo la expresión del promotor específico de endotelio 
Tie2, con el ratón que contiene la construcción recombinante con sitios loxP (GCLc 
f/f). 
5.6.1	  Ratón	  GCLc	  f/f	  
EL ratón Gclc f/f generado por el grupo de Dalton, TP et al en 2007 contiene una 
construcción diana para GCLc susceptible de ser recombinada por Cre [79]. Esta 
construcción fue amplificada mediante PCR y contiene un brazo corto del gen de 
Gclc con una porción del intrón 3 que incluye un cassete de resistencia a neomicina 
clonado en el sitio SacI del intrón 3 flanqueado por dos sitios loxP (Figura 62B) y un 
brazo largo de homología que contiene los exones 4,5 y 6 y parte del intrón 6. 
Además se le añadió un sitio loxP distal clonado en el sitio Bgl II del intrón 6. La 
construcción también contiene el gen de la timidina quinasa de herpes virus simple 
como marcador de selección negativa para eliminar las células que hayan sufrido 
algún tipo de recombinación no específica y la construcción se haya integrado en su 
genoma al azar. La construcción fue electroporada en células madre embrionarias, 
donde mediante recombinación homóloga se integró en el genoma. Los clones 
recombinados se seleccionaron mediante la resistencia a geneticina y ganciclovir, y 
los que fueron positivos se microinyectaron en blastocistos de ratones C57BL/6J. El 
ratón GCLc(f/f) que contiene la construcción recombinante (Figura 62C) se cruzó con 
el ratón Tie2-Cre para generar el ratón haploinsuficiente para GCLc. Con esta 
estrategia se pretendía que el alelo “floxeado”, es decir el que se encuentra 
flanqueado entre dos sitios loxP, se recombinara de forma específica en el endotelio 




Figura 62: Generación del ratón “floxeado”. Esquema del alelo silvestre (wt), el alelo con la 
construcción recombinante (f) y el alelo recombinado (e), después de la acción de la recombinasa 
Cre. A) Representación esquemática del gen de GCLc silvestre. B) Construcción diana con los 
exones del 3 al 6 de GCLc suprimidos, que contiene un cassete de neomicina para la selección 
positiva y el gen de la timidina quinasa para selección negativa y flanqueado con sitios LoxP para 
su posterior recombinación. C) Esquema del gen de GCLc modificado mediante recombinación 
homóloga con la construcción recombinante. D) Representación final del gen de GCLc 
recombinado carente de los exones 4, 5 y 6. Las flechas A( verde), B(naranja), C(roja) y D (azul) 
representan los sitios de apareamiento para los oligonucleótidos necesarios para el genotipado y 
caracterización del raton GCLc (e/+). Adaptado de Chen, Y (2007), Hepatology. 5.6.2	   Caracterización	   del	   ratón	   GCLc	   haploinsuficiente	  específico	  de	  endotelio.	  
Para caracterizar la expresión endotelial de GCLc se aislaron células MLEC de 
ratones controles GCLc(f/f) y de ratones heterocigotos GCLc(e/+) como se indica en 
materiales y métodos (97). La expresión de GCLc se redujo significativamente en los 
ratones heterocigotos, mientras que la expresión de GCLm no se modificó (Figura 
63A). Para confirmar que la deleción era específica de endotelio, también se analizó la 
expresión proteica de GCLc y GCLm en los fibroblastos pulmonares aislados de los 
mismos ratones, no observándose diferencias significativas de expresión entre los 




Figura 63: Expresión proteica de GCL en células endoteliales y fibroblastos aislados de ratones 
GCLc(f/f) y GCLc(e/+). A) Western blot representativo de GCLc y GCLm en células MLEC 
procedentes de distintos ratones GCLc(f/f) y GCLc(e/+). EL gráfico de barras representa el análisis 
densitométrico de ambos grupos de ratones (media±SEM, n≥6). B) El western blot representa la 
expresión de ambas subunidades de GCL en fibroblastos procedentes de pulmón de ratones 
GCLc(f/f) y GCLc(e/+). El histograma representa los valores medios del análisis densitométrico de 
GCLc y GCLm normalizados frente a β-actina (media±SEM, n≥6) **p˂0,01 respecto a GCLc(f/f). 
 
Para evaluar la funcionalidad endotelial de las MLEC aisladas de estos ratones se 
estudió la fosforilación de eNOS (S1177) dependiente de H2O2 (Figura 64). Se observó 
que mientras las células procedentes de ratones control GCLc(f/f) presentaban un 
aumento no significativo de la fosforilación dependiente del tiempo de exposición a 
peróxido de hidrógeno, las de los ratones GCLc(e/+) parecieron no responder al 
tratamiento.  
 
Figura 64: Efecto de la haploinsuficiencia de GCLc en MLEC sobre la activación de eNOS. Las 
células MLEC se mantuvieron sin FBS al menos 6h antes de ser tratadas con H202 (200 µM) 
durante los tiempos indicados y analizadas mediante western blot de p-eNOS (S1177) y eNOS 
total. El gráfico de barras (panel derecho) corresponde  a la cuantificación del ratio p-eNOS/eNOS 




Por otro lado también se determinaron los niveles de GSH en las células endoteliales 
de estos ratones observándose una tendecia a disminuir los niveles de GSH reducido 
parcial muy interesante en las MLEC aisladas a partir de los ratones GCLc(e/+) (Figura 
65A). Sin embargo la disminución de los niveles de GSSG no fue significativa (Figura 
65B). 
 
Figura 65: Inhibición de la síntesis de GSH en células de microvasculatura procedentes de 
pulmones de ratones haploinsuficientes para GCLc. A) Representación de los niveles de GSH 
reducido y B) representación de GSSG en MLEC de ratones GCLc(f/f) y GCLc(e/+). Los niveles de 
GSH (izquierda) y GSSG (derecha) fueron determinados según se indica en el apartado de 
materiales y métodos. Ambos gráficos representan la media± SEM de al menos 6 experimentos  
 
Al ser estas células un nuevo modelo de depleción de GSH se estudiaron los niveles 
de miR-433 en ambos grupos de ratones, obteniéndose resultados semejantes a los 
observados en los modelos celulares endoteliales y hepáticos sometidos a estrés 
oxidativo y también a los analizados en hígados de ratones deficientes en GCLm. 
Como se puede observar en la siguiente figura, miR-433 parece tener una tendencia a 
disminuir en los ratones GCLc(e/+) deficientes en GCLc (Figura 66). 
 
Figura 66: EL gráfico representa la media ± SEM de los niveles de miR-433 cuantificados por 




5.6.3	  Análisis	  de	  la	  reactividad	  vascular	  en	  baño	  de	  órganos.	  	  
Para caracterizar si la haploinsuficiencia endotelial de GCLc es suficiente para 
producir disfunción endotelial, se aislaron arterias mesentéricas de ratones GCLc(f/f) y 
GCLc(e/+) y se sometieron a distintos ensayos en baño de órganos. La relajación 
dependiente de endotelio se estudió añadiendo concentraciones crecientes de 
acetilcolina y se observó que en arterias aisladas de machos GCLc(e/+) la relajación 
era menor que en sus correspondientes controles. Sin embargo en hembras del 




Figura 67: Ensayo de relajación vascular dependiente de endotelio. Diferentes segmentos de 300 
µm de arterias mesentéricas aisladas de ratones GClc(f/f) y GCLc(e/+) se montaron en un miógrafo 
normalizándose todas ellas con su tensión óptima. Los vasos se contrajeron con NA 1 µM y se 
estudió la relajación añadiendo concentraciones crecietes de Acetilcolina (Ach) (100 pM a 3µM). A) 
Ensayo de reactividad en ratones machos. B) Ensayo de reactividad vascular en hembras 
GCLc(e/+). 
También se analizó la relajación no dependiente de endotelio utilizando en este caso 
concentraciones crecientes del donador de NO, nitroprusiato sódico. En este caso 
tanto en los ratones machos (Figura 68A) como en las hembras (Figura 68B) no se 
observaron diferencias significativas en cuanto a relajación.  
Con la intención de revertir la disfunción endotelial en los ratones haploinsuficientes 
de GCLc, se utilizaron distintos tipos de tratamientos. Las arterias mesentéricas de 
estos ratones fueron preincubadas con tetradihidrobiopterina (HB4), cofactor esencial 
de la eNOS, fundamental para la síntesis de NO. En la Figura 69 se puede observar 
que los ratones control GCLc(f/f) tratados con HB4 mantenian el mismo perfil de 
relajación que los no tratados. Sin embargo los ratones haploinsufientes GCLc(e/+) 
tratados con HB4 recuperaban los niveles de relajación del control, observándose una 





Figura 68: Relajación vascular independiente de endotelio. Los ensayos de relajación se realizaron 
sobre distintos segmentos de arteria mesentérica principal de 300 µm de longitud. Los vasos se 
contrajeron con NA 1 µM y se estudio su relajación añadiendo concentraciones crecientes de 
nitroprusiato sódico (SNP) (desde 100 pM a 3µM). A) Relajacion en arterias aisladas de machos 
GCLc(f/f) y GCLc(e/+). B) Ensayo de reactividad en hembras control y haploinsuficientes. 
También se intentó revertir el efecto observado en estos ratones utilizando 
tratamientos con antioxidantes, en este caso se utlizó NAC. En este caso sin 
embargo, no se apreciaron cambios significativos entre los ratones GCL(e/+) tratados 
con NAC y los no tratados (Figura 70). 
 
 
Figura 69: Ensayo de relajación vascular dependiente de endotelio. Diferentes segmentos de 300 
µm de arterias mesentéricas aisladas de ratones machos GClc(f/f) y GCLc(e/+) se montaron en un 
miógrafo normalizándose todas ellas con su tensión óptima. Tras preincubarse con 
tetrahidrobiopterina (HB4) a 10-5 M, los vasos se contrajeron con NA 1 µM y se estudió la relajación 
añadiendo concentraciones crecietes de Acetilcolina (Ach) (100 pM a 3µM). A) Ensayo de 





Figura 70: Ensayo de relajación vascular dependiente de endotelio. Diferentes segmentos de 300 
µm de arterias mesentéricas aisladas de ratones machos GClc(f/f) y GCLc(e/+) se montaron en un 
miógrafo normalizándose todas ellas con su tensión óptima. Tras preincubarse con N-acetil-
cisteína (NAC) 10-5 M, los vasos se contrajeron con NA 1 µM y se estudió la relajación añadiendo 









La regulación transcripcional y post-transcripcional de GCL, enzima limitante de la 
síntesis del GSH, ha sido objeto de estudio y revisada ampliamente (2.2.1 Regulación 
de GCL). Sin embargo la información de su posible regulación por microRNAs es 
limitada y este ha sido el objetivo principal de la tesis. En la secuencia 3’-UTR 
humana de la subunidad catalítica GCLc se han identificado como microRNAs 
reguladores miR-1, miR-124, miR-133, miR-373 y miR-373* [348, 349] aunque no han 
sido validados in celulo o in vivo. Sin embargo para la subunidad moduladora no ha 
sido descrito ningún microRNA que actúe de forma directa sobre ella. 
Es importante señalar que la regulación de los niveles de estas subunidades ha sido 
descrita en el contexto del estudio del efecto de algunos miRNAs sobre la vía 
Nrf2/ARE, como es el caso de miR-144, miR-34 o miR-153. Estos estudios [263, 276, 
350, 351] demuestran por tanto una acción indirecta de los miRNAs. Además otras 
enzimas implicadas en la vía de activación de Nrf2, como Keap-1 o Bach1 pueden 
verse afectadas por microRNAs como miR-155 o miR-200, y en consecuencia alterar 
también la expresión de GCL [279, 352, 353].  6.1	  Análisis	  in	  silico	  	  de	  las	  regiones	  3’-­‐UTR	  de	  GCLc	  y	  GCLm	  
Nosotros seleccionamos miR-433 como potencial microRNA candidato, entre los más 
de 200 microRNAs comunes a ambas regiones 3’-UTRs de GCLc y GCLm (Figura 19), 
debido a que tiene dos sitios de unión en cada uno de los 3’-UTRs de GClc y GCLm 
respectivamente. Además uno de los sitios identificados en cada subunidad está 
altamente conservado y tiene un alto grado de apareamiento con miR-433 (Figura 20). 
Entre todos los candidatos ensayados en nuestro modelo endotelial en experimentos 
preliminares al desarrollo del trabajo, miR-433 fue el que mostró una mayor 
capacidad de silenciamiento después de ser sobreexpresado (Figura 24). Otro 
aspecto novedoso tiene que ver con la observación de que miR-433 disminuye la 
expresión de las dos subunidades de GCL de una manera independiente de Nrf2. 
Esta interpretación se sustenta en que cuando miR-433 se encuentra sobreexpresado 
en HUVEC, ni los niveles de mRNA ni de proteína del factor de transcripción Nrf2 se 
ven afectados (Figura 28). Sin embargo, en estas condiciones de sobreexpresión, 
miR-433 es suficiente para bloquear la respuesta transcripcional de Nrf2 sobre estas 
dos enzimas (Figura 26). Este resultado supone la primera descripción de una 
regulación directa de GCL por un microRNA, actuando tanto sobre la subunidad 
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catalítica como sobre la reguladora. Este efecto se traduce en una disminución de la 
expresión de proteína y RNA mensajero en aproximadamente un 50%, disminución 
que también se observó en los ensayos de luciferasa con las construcciones de las 
secuencias de los 3’-UTRs de cada subunidad. En el caso de GCLc no sólo se 
observó en la secuencia humana (Figura 21), sino también en la secuencia bovina 
(Figura 23). En el caso de la subunidad moduladora sólo uno de los sitios es funcional, 
siendo el otro lo suficientemente importante como para disminuir la actividad 
luciferasa (Figura 22) y la expresión proteica. Una de las posibles explicaciones de 
que este sitio de unión para miR-433 no sea funcional es que al tratarse de 
estructuras de RNA grandes y complejas, no sea fácilmente accesible para miR-433. 
A pesar de que los sitios de unión de miR-433 no están completamente conservados 
entre especies como ratón y vaca (Figura 20), nuestros resultados muestran que en 
distintos tipos celulares de estas especies la disminución en los niveles de proteína se 
mantiene. Ello sugiere que la regulación de miR-433 sobre GCL es un efecto 
conservado entre diferentes especies, dotando de mayor dimensión al papel 
fisiológico y fisiopatológico de la misma.  6.2	  Regulación	  redox	  de	  miR-­‐433	  
En conjunto nuestros resultados apoyan la noción de un papel regulador para Nrf2 
sobre miR-433, ya que el silenciamiento de este factor reduce los niveles de este 
microRNA (Figura 40). Este resultado puede explicarse por una contrarregulación 
homeostática tendente a contrarrestar una reducción de los niveles de GSH y por 
tanto del tono nucleofílico celular mediante una supresión de factores que 
contribuyeran potencialmente a una inhibición de GCL [59]. El análisis de la región 
“promotora” de miR-433 comprendiendo aproximadamente 10 kb corriente arriba del 
inicio de la transcripción de miR-433, permitió identificar 8 posibles sitios de unión 
para Nrf2 (secuencias ARE) distribuidos en dos zonas (Tabla 16). Este dato permite 
especular sobre la importancia de un posible mecanismo transcripcional de 
regulación de la expresión de miR-433 mediado por Nrf2. Sin embargo el hecho de 
que en ninguno de los experimentos realizados (Figura 36, Figura 37, Figura 38 y 
Figura 39) donde se ha observado una respuesta de expresión génica a la activación 
de Nrf2, dicha respuesta se haya acompañado de un aumento de expresión de miR-
433, permite especular sobre la escasa importancia de los sitios de regulación 




Siete de estos sitios se encuentran a 9 kb del inicio de miR-433 y el otro se sitúa en 
una región entre 100 y 200 pb proximal al inicio de la transcripción (Figura 71). 
Este dato permite especular sobre la importancia de un posible mecanismo 
transcripcional de regulación de la expresión de miR-433 mediado por Nrf2. Sin 
embargo el hecho de que en ninguno de los experimentos realizados (Figura 36, 
Figura 37, Figura 38 y Figura 39) donde se ha observado una respuesta de expresión 
génica a la activación de Nrf2, dicha respuesta se haya acompañado de un aumento 
de expresión de miR-433, permite especular sobre la escasa importancia de los sitios 
de regulación Nrf2/ARE en la región promotora del miRNA.  
Tabla 16: Resultado de búsqueda de secuencias ARE  en el promotor de miR-433 
 
Coordenadas cromosómicas  
Secuencia        Inicio  Fin          
TGACGACG 100872440 100872447 
TGAACTCG 100874138 100874145 
TGAACTCG 100880934 100880941 
TGA TGGCG 100872511 100872518 
TGATGGCG 100872834 100874839 
CGATGTCA 100874832 100873311 
CGGAATCA 100873304 100872841 
TGACGCCG 100872143 100872150 
 
Los experimentos conducentes a un aumento del estrés oxidativo con peróxido de 
hidrógeno se asociaron con una reducción de los niveles de miR-433 en células 
endoteliales. Esta represión también fue constatada con abordajes complementarios 
de reducción del tono nucleofílico (L-BSO). 
 
Figura 71: Esquema de la región promotora de miR-433. Análisis de 10.000 kb corriente arriba del 
sitio de inicio de transcripción de miR-433, de la región Dlk1-Dio3 en el cromosoma 14 humano. 
En el esquema se diferencian dos posibles regiones de unión a Nrf2. La primera contiene 8 
posibles secuencias ARE ,9 kb corriente arriba de miR-433 y la segunda región, contiene una 
posible secuencia ARE 200 pb corriente arriba, en el inicio de transcripción de miR-431. El análisis 
se realizó utilizando un script ad hoc en lenguaje Python para la búsqueda de los posibles sitios de 
unión de Nrf2. 
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Utilizando el modelo hepático Huh7 observamos que el ácido litocólico induce un 
aumento de la expresión de GCLc y GCLm, mediado por Nrf2 y también la 
disminución de miR-433 [6, 334, 354]. Todo ello apoya de nuevo la noción de que un 
desequilibrio en la homeostasis redox es contrarrestado por la célula a través de la 
represión de moléculas que promueven un descenso en el poder antioxidante 
endógeno.  6.3	  miR-­‐433	  y	  disfunción	  endotelial	  
Nuestros resultados son consistentes con la idea de que la reducción de los niveles 
de GSH de manera dependiente de miR-433, produce cambios funcionales 
relacionados con la disfunción endotelial. Así, un aumento en la producción de 
especies reactivas de oxígeno genera un desequilibrio en el ratio 2GSH/GSSG 
favoreciendo la S-glutationilación total y la específica de eNOS, lo que a su vez se 
correlaciona con una inhibición de la fosforilación activadora del resíduo S1177 [69, 
355]. Asimismo, el aumento de los niveles de la modificación post-traduccional en 3-
Nitro-Tyr generada por SIN-1 se ve potenciado en HUVEC expuestas a miR-433 
(Figura 32). Estos datos sugieren que la GCL es una enzima clave cuya funcionalidad 
es indispensable para una correcta función endotelial y una respuesta vascular 
adecuada. 
Los datos observados in vitro en el modelo celular HUVEC son consistentes con los 
observados en el modelo de ratón haploinsuficiente para GCLc, donde al igual que en 
el ratón deficiente para GCLm se observa una clara disfunción endotelial 
representada por una menor relajación en respuesta a acetilcolina, que no se observó 
cuando se utilizó el vasodilatador nitroprusiato sódico, cuya acción es independiente 
del endotelio. Además en células endoteliales aisladas de estos ratones se obtuvieron 
resultados similares a los obtenidos en HUVEC transfectadas con miR-433 o en 
experimentos con VEGF en HUVEC tratadas con inhibidores de GCLc como un siRNA 
específico o L-BSO, indicando que el correcto funcionamiento y control del estado 
redox, reflejado en el ratio 2GSH/GSSG, es necesario para una adecuada respuesta 
vascular y que una depleción en este sistema disminuye la señalización de eNOS. 
También se observó que las arterias procedentes de los ratones haploinsuficientes 
que fueron tratadas con el cofactor HB4, mejoraban su respuesta a dosis crecientes 




6.4	  Regulación	  de	  miR-­‐433	  por	  GSH	  
Dado que no existe un modelo murino viable deficiente para todos los tejidos en la 
subunidad catalítica de GCL, varios grupos han estudiado el ratón con deficiencia de 
GCLm como modelo para los estudios in vivo y también para caracterizar ciertas 
patologías humanas relacionadas con polimorfismos en este gen (ver apartados 
siguientes de la discusión). Nosotros tuvimos la oportunidad de estudiar el tejido 
hepático procedente de estos ratones. En este caso, a pesar del claro aumento del 
estrés oxidativo y la depleción de GSH, tanto miR-433 como GCLc se encuentran 
aumentados. Aunque no disponemos de una explicación obvia para este resultado es 
posible que refleje respuestas homeostáticas contrapuestas, de modo que por una 
parte el hígado compense el déficit de una subunidad de GCL aumentando la otra y 
por otra el propio daño tisular hepático dispare la activación de vías proinflamatorias, 
entre las que pudiera estar TGF-β, que regulen al alza los niveles de microRNA. En los 
experimentos encaminados a estudiar el efecto del aumento de GSH sobre miR-433 
mediante sobreexpresión de GCL, pudimos verificar el aumento de aquel en células 
hepáticas, confirmando la validez de la sobreexpresión. Sin embargo, no detectamos 
ningún efecto sobre el microRNA. Es posible que un aumento per se del glutatión sin 
repercusión evidente sobre el ratio 2GSH/GSSG no module directamente la expresión 
del miR-433.  6.5	  miR-­‐433	  y	  regulación	  transcripcional	  
miR-433 se encuentra codificado por el cluster DLK1-DIO3 localizado en el 
cromosoma 14 en humanos y está regulado transcripcionalmente a distintos niveles y 
por diversos factores de transcripción [298, 299]. Por ejemplo, el factor de 
transcripción MEF2A implicado en la regeneración del músculo esquelético en 
adultos, es capaz de aumentar la expresión de los microRNAs presentes en este 
megacluster, siendo además este factor de transcripción regulado por el propio miR-
433 [301]. Sin embargo miR-433 y otro de los microRNAs presentes en este cluster, 
miR-127, se encuentran codificados por regiones génicas solapantes y pueden ser 
co-regulados por receptores nucleares como SHP y ERRγ [303, 304]. Estos trabajos 
describen como en el modelo de células HEPA-1 tratadas con 17-β-estradiol u otros 
agonistas de estrógenos, como GSK4716, se observa un aumento en la expresión 
tanto de miR-433 como de miR-127. La sobreexpresión de SHP reprimía sin embargo 
el aumento de estos microRNAs.  
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Nuestros resultados in vitro en experimentos de actividad luciferasa acoplada al 3’-
UTR bovino de GCLc en presencia de diferentes concentraciones de 17-β-estradiol o 
GSK4716, confirman y validan la regulación de miR-433 por estrógenos y la 
regulación específica sobre GCLc. Así, el tratamiento con estrógenos disminuye la 
actividad luciferasa, revirtiéndose dicho efecto por la presencia de antimiR-433. Se 
observó una disminución de GSH y de expresión proteica de GCLc dependiente de 
17-β-estradiol en BAEC, que fue también reproducible en HUVEC en cuanto a niveles 
de mRNA. Esta disminución es opuesta a la descrita en la bibliografía, pero 
concuerda con la disminución de actividad observada en el ensayo de luciferasa. 
Sorprendentemente el análisis por PCR cuantitativa mostró que la expresión de miR-
433 en presencia de 17-β-estradiol era significativamente menor. 
Se sabe además que la expresión de estrógenos está relacionada con un efecto 
beneficioso a través de mecanismos antioxidantes. Así, tratamientos in vitro con 17-β-
estradiol activan la translocación al núcleo de Nrf2 aumentando la expresión, no sólo 
de GCLc sino de otras enzimas de fase II como HO-1 [356, 357], en contraste con la 
disminución de GCLc y GCLm que hemos observado en nuestro modelo, contraria 
también a la disminución de miR-433, por lo cual habría que analizar los posibles 
errores del modelo y que dos mecanismos están regulando de forma independiente y 
contraria a miR-433 y a GCL. 
Es probable que el feed-back entre el estímulo estrogénico, la respuesta redox y los 
niveles de miRNA sea complejo. En general los datos presentados en esta tesis 
apoyan la idea de que un aumento del estrés oxidativo contribuye a reprimir la 
expresión del miRNA, de acuerdo con una respuesta homeóstática (ver más 
adelante). Al no haber estudiado el efecto de los estrógenos sobre el estado redox 
resulta difícil especular constructivamente sobre este problema.  6.6	  La	  importancia	  del	  GSH	  en	  la	  disfunción	  endotelial	  
El importante papel del balance redox y su desequilibrio observado en patologías 
como la disfunción vascular y endotelial es bien conocido y ha sido estudiado en 
profundidad durante los últimos 20 años [154, 358]. La sobreexpresión de miR-433 
produce una disminución de los niveles de GSH, como consecuencia del efecto 
silenciador sobre GCL. Varios trabajos han mostrado que la reducción de GSH y en 
general de los niveles de antioxidantes endógenos generan disfunción endotelial [69, 
338, 355]. Esto ha sido evidenciado recientemente en el modelo murino deficiente en 
la subunidad moduladora de GCL [81]. Los autores de este estudio concluyen que la 
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haploinsuficiencia de GCLm está asociada con la alteración en las medidas de 
reactividad vascular en un ensayo clásico en baño de órganos, donde las aortas 
previamente sometidas a contracción con fenilefrina, mostraron una menor 
vasodilatación en respuesta a ACh. La deficiencia completa de GCLm estaba 
asociada a un aumento en la relajación vascular, pero con una sensibilidad 
exacerbada a estímulos vasoconstrictores, dato que apoya que es necesaria una 
concentración de GSH dentro de un rango preciso para una respuesta homeostática 
correcta. 
El enzima eNOS es un regulador crítico en la regulación de la homeostasis vascular 
debido a la generación de NO que es dependiente, entre otros, del cofactor 
tetrahidrobiopterina (HB4). Cuando este factor no se encuentra disponible se produce 
el desacoplamiento de eNOS y la generación de superóxido, siendo además esta 
enzima más susceptible de ser S-glutationilada [359, 360]. Tal y como se ha 
comentado anteriormente la regulación mediante S-glutationilación de eNOS también 
produce la inhibición de la síntesis de NO también mediante un mecanismo de 
desacoplamiento [69]. La disminución de la biodisponibilidad de NO y la producción 
de superóxido derivada del desacoplamiento de eNOS es un fenómeno inherente a la 
disfunción endotelial y al daño vascular [361]. Es verosímil que la reversión de la 
disfunción endotelial por HB4 en el modelo de haploinsuficiencia de GCLc tenga que 
ver con una reducción parcial del desacoplamiento de eNOS asociado a un aumento 
de la S-glutationilación de la misma promovido por la síntesis de glutatión. Así la HB4 
por un mecanismo alternativo contribuiría a reducir los niveles de superóxido y a la 
mejor relajación vascular observada. Esta interpretación estaría de acuerdo con lo 
propuesto por algunos autores en relación con las funciones integradas de la HB4 y la 
S-glutationilación como sensores y efectores de la regulación redox de eNOS, siendo 
ambos mecanismos de forma independiente capaces de desacoplar eNOS, pero 
siendo la deficiencia en HB4 un factor clave para exacerbar la S-glutationilación de la 
enzima [355]. 6.7	  miR-­‐433:	   el	   nexo	   entre	   TGF-­‐β	   y	   la	   inhibición	   de	   la	   síntesis	  de	  GSH	  
Tal y como se ha intentado reflejar en la introducción de esta tesis, un aspecto 
fascinante de la biología redox es su relación con el proceso de fibrogénesis. La 
interacción entre citoquinas profibróticas como el TGF-β y las especies reactivas de 
oxígeno está bien establecida. Existen distintas hipótesis que sostienen que un 
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aumento en el estrés oxidativo en la célula desempeña un importante papel en el 
desarrollo fibrótico en humanos tanto en la fibrosis pulmonar, como en el daño 
hepático. Igualmente, en la fibrosis renal, aunque las causas primarias son diferentes, 
el incremento del estrés oxidativo es una característica general que contribuye 
ampliamente al desarrollo de la enfermedad. TGF-β puede estimular la producción de 
especies reactivas de oxígeno aumentando la expresión de NOX4 [362, 363] y 
también es capaz de aumentar la producción de especies reactivas mitocondriales 
debido a la disminución en la actividad del complejo IV [364]. En distintos modelos de 
fibrosis se ha observado la disminución en la síntesis de GSH debida a la inhibición 
de la expresión transcripcional de ambas subunidades de la GCL. Ramani y cols en 
2012 mostraron cómo la sumoilación de los factores de transcripción del 
heterodímero Nrf2-MafG puede modular la unión de éste a los sitios ARE presentes 
en los promotores de GCLc y GCLm en las células estrelladas hepáticas en modelos 
fibróticos in vivo inducidos por la ligadura del conducto biliar. Esto se debe a que el 
daño colestático favorece la unión del heterodímero formado por MafG y Mafc a los 
sitios ARE en lugar de la unión del heterodímero MafG-Nrf2 [339]. Este mismo grupo 
propone además una regulación sobre Nrf2 también mediada por microRNAs. En el 
caso de miR-27 se activa su expresión por el daño colestático y ello inhibe la 
expresión de Nrf2 y Prohibitina-1. Esta proteína, implicada principalmente en función 
mitocondrial, proliferación y desarrollo [365], puede también actuar como co-
activadora en la respuesta antioxidante disminuyendo aún más la respuesta 
transcripcional [366].  
Así la expresión de GCLc y GCLm en el desarrollo fibrótico está sujeta a una doble 
regulación. Los estímulos pro-inflamatorios y pro-fibrogénicos desencadenan una 
respuesta protectora mediada por una activación de la ruta Nrf2/ARE dependiente de 
ROS, respuesta que promueve un incremento de la expresión de GCL como 
mecanismo homeostático. Sin embargo esos mismos estímulos, entre los que se 
encuentra TGF-β, son capaces de aumentar los niveles de microRNAs inhibitorios, 
actuando bien mediante una represión de Nrf2/ARE bien directamente sobre la 
degradación del mRNA de GCL, como es el caso de miR-433 (Figura 72).  
La reciente descripción de miR-433 como un miRNA profibrótico [305] estimuló 
nuestro interés y deseo de explorar sus efectos sobre GCL en un contexto de fibrosis. 
Utilizando dos modelos experimentales de fibrosis in vivo, en el riñón y en el hígado, 
ligadura unilateral de uréter (UUO) y de conducto biliar (BDL) respectivamente, 
confirmamos la represión de la expresión de ambas subunidades de GCL en 
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condiciones de fibrosis a distintos tiempos post-cirugía, guardando siempre 
correlación con el aumento de miR-433 (Figura 49 y Figura 52).  
En el modelo celular hepático Huh7 comprobamos que el tratamiento con TGF-β1 a 
24 y 48 horas, es capaz de disminuir de forma significativa la expresión de GCL y la 
síntesis de GSH, hechos que se correlacionan con un aumento de miR-433 (Figura 
50). 
 
Figura 72: miR-433 es susceptible de ser regulado por ROS y TGF-β. En condiciones basales Nrf2 
está secuestrado por Keap1 y es marcado con ubiquitina para ser degradado vía proteosoma, 
miR-433 está presente y la expresión de GCLc y GCLm basal es estable. Cuando la célula sufre 
un daño puntual, el aumento de ROS induce la activación de la vía de Nrf2, mediador clave en la 
expresión de GCL, y a su vez reduce los niveles de GSH y miR-433. Cuando el daño es 
persistente, como es el caso de un daño fibrótico en presencia de TGF-β, la vía Nrf2 se ve inhibida 
y los sitios ARE en el promotor se ven bloqueados por heterodimeros de proteínas Maf pequeñas 
Por otro lado, ROS y TGF-β son reciprocamente regulados. Un aumento en la activación de la vía 
de TGF-β elevando los niveles de miR-433 disminuyendo  GCLc y GCLm, contribuyendo por tanto 
a la reducción de los niveles de GSH y el tono nucleófilo. 
 
Por el contrario, cuando bloqueamos el aumento de miR-433 producido en respuesta 
a TGF-β, no sólo desaparece la reducción de GCLc y GCLm producida por el 
tratamiento con TGF-β, sino que además ello se traduce en una menor expresión de 
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marcadores profibrogénicos como αSMA. Ello apoya un papel profibrogénico de miR-
433 a través de la regulación de GCLC y GCLm, y pone en el punto de mira a este 
microRNA como potencial diana terapéutica para la prevención del desarrollo de 
fibrosis (Figura 51). En el caso de las células renales HK2 también se observó la 
misma tendencia que en el modelo hepático in vitro, aunque el efecto del antimiR no 
resultó estadísticamente significativo.  
Con estos datos mostramos que la depleción de GSH y el aumento del estrés 
oxidativo son esenciales para el desarrollo de la fibrosis. Por tanto puede sostenerse 
que el aumento en la señalización de TGF-β propio del estímulo inflamatorio 
profibrótico no sólo promueve cambios en el estado redox mediante diversos 
mecanismos conocidos como la inactivación de la vía Nrf2/ARE, sino también 
induciendo la expresión de microRNAs represores de la ruta de síntesis de GSH. En 
concreto los datos aquí presentados permiten proponer un modelo en el cual TGF-β1 
disminuye la expresión de GCL y los niveles de GSH de forma específica a través del 
aumento de miR-433.  
El desarrollo de fibrosis sugiere que estas respuestas mantienen un curso temporal 
bifásico. En un estadio temprano de daño, la expresión de GCL aumentaría de forma 
rápida, debido a la activación del factor de transcripción Nrf2. Sin embargo cuando la 
exposición al daño persiste, como sucede en los procesos fibróticos dependientes de 
TGF-β1, la expresión de miR-433 aumentaría de forma progresiva, reduciendo los 
niveles de expresión de GCL y por tanto los niveles de la síntesis de GSH. Todo ello 
contribuiría a reducir el tono nucleofílico celular limitando también la expresión de 
miR-433. Sin embargo, un daño persistente conduce a un desbalance de modo que la 
respuesta homeostática protectora fracasa favoreciéndose el desarrollo de fibrosis. 
Recientemente se ha propuesto el término “redoximiR” para describir un conjunto de 
microRNAs que participan en la respuesta redox como moléculas reguladoras 
directas de la expresión post-transcripcional de diferentes vías o como moduladores 
indirectos de la respuesta homeostática redox [268]. El término “fibromiR” también ha 
sido acuñado para designar aquellos microRNAs que regulan la fibrogénesis a través 
de distintos mecanismos [292]. La caracterización de miR-433 aquí presentada 
permite postular su pertenencia a ambos subgrupos, dada su capacidad de regular 
tanto los niveles de GCL, enzima esencial para producir una adecuada respuesta 
redox celular, como también la fibrogénesis [26]. Es verosímil que existan más 
miRNAs comunes a ambos conjuntos y estudios futuros en modelos diversos de 
fibrosis orgánica deben permitir identificarlos y confirmar su doble papel.  
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6.8	  Perspectivas	  	  
Aunque creemos que el papel inhibitorio de miR-433 sobre GCL y la síntesis de GSH 
queda razonablemente demostrado, este trabajo abre puertas para explorarlo con 
mayor detalle. Así, tanto la sobreexpresión como la inhibición in vivo de miR-433 
pueden resultar modelos útiles para corroborar el papel fisiopatológico de este 
miRNA. En tejido vascular, lograr la sobre-expresión o represión, siquiera ex vivo, en 
arterias permitiría comprobar su papel directo en la disfunción endotelial asociada a 
depleción de GSH, tanto en ratones silvestres como en aquellos modificados 
genéticamente, tales como los descritos en esta tesis. 
Para validar o descartar la implicación de Nrf2 en la regulación de miR-433 sería 
necesario un abordaje detallado que incluyera al menos el estudio de las secuencias 
reguladoras mediante actividad luciferasa o el análisis de la unión directa de Nrf2 
mediante la técnica de inmunoprecipitación de cromatina. 
El modelo de inhibición de miR-433 en fibrosis renal ha sido analizado en cuanto a los 
efectos sobre el proceso fibrótico in vivo [305], pero no sobre la ruta de síntesis de 
GSH y los niveles de estrés oxidativo. El nexo patogénico aportado por miR-433 hace 
interesante explorarlo en este mismo contexto. En el modelo hepático, que sepamos, 
no hay ningún dato sobre el papel de miR-433 y el desarrollo de fibrosis hepática. 
Además los estudios in vivo pueden contribuir a identificar miR-433 como una diana 
terapéutica o biomarcador en procesos fibróticos. En esta línea, en nuestro 
laboratorio se ha comenzado un análisis en diferentes pacientes con daño renal 
crónico o con esteatosis de origen no alcohólico, en los que se verificó previamente 
un nivel de estrés oxidativo elevado. El número de pacientes estudiado es aun escaso 
y por ello no ha resultado posible incluir los datos preliminares en esta memoria.  
Finalmente, estamos desarrollando el modelo de fibrosis renal en los ratones 
haploinsuficientes para GCLc en endotelio con el fin de conocer la importancia de los 
niveles de GSH y eventualmente de miR-433 sobre el desarrollo y progreso de la 
fibrosis. 
Consideramos que estas son sólo algunas de las nuevas cuestiones que este trabajo 
suscita acerca del papel fisiológico de miR-433, que podrán ser contestadas 
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7.	  Conclusiones	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